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La  cornification  est  l’ultime  étape  de  la  différenciation  terminale  épidermique.  Elle 





la  desquamation.  Tous  les  éléments  structuraux  et  enzymatiques  impliqués  dans  la 
cornification et la desquamation sont synthétisés par le kératinocyte granuleux. Au cours de 
ce  travail  de  thèse,  j’ai  caractérisé  la  fonction  de  deux  gènes  identifiés  au  laboratoire, 
spécifiquement  exprimés  par  cette  cellule  et  donc  potentiellement  impliqués  dans  la 
fonction de l’épiderme : Cornéodesmosine (CDSN) et Dermokine (DMKN). 
 
La  CDSN  est  une  protéine  spécifique  des  cornéodesmosomes  des  épithéliums  cornifiés 
(épiderme,  follicule pileux).  Ses propriétés adhésives pourraient  contribuer à  la  résistance 
mécanique de  l’épiderme. Afin de  confirmer  l’importance de  la CDSN  in  vivo, nous  avons 
développé deux modèles d’inactivation du gène Cdsn dans l’épiderme murin, l’un constitutif 
et l’autre inductible. Les souriceaux Cdsn‐/‐ meurent dès la naissance d’un trouble majeur de 
la perméabilité épidermique, suite à  la  rupture des cornéodesmosomes à  l’interface entre 
les  couches  granuleuse  et  cornée,  entrainant  un  décollement  de  la  couche  cornée.  Des 
greffes de peau  sur  souris Nude ainsi que  l’inactivation de Cdsn  chez  la  souris adulte ont 
révélé que l’épiderme Cdsn‐/‐ présente un trouble persistant de la perméabilité épidermique, 
conduisant  à  la  dégénérescence  de  l’épiderme  et  des  follicules  pileux.  Ainsi,  nous  avons 




de  protéines  de  fonction  inconnue.  Les  isoformes  sécrétées  α,  β  et  γ  sont  d’expression 
restreinte à l’épiderme, alors que l’isoforme δ est intracellulaire et ubiquiste. Par un criblage 
en  double  hybride  chez  la  levure,  nous  avons  identifié  la  petite  GTPase  Rab5  comme 
partenaire  de DMKNδ.  Rab5  est  connue  pour  jouer  un  rôle  dans  la  voie  de  l’endocytose 
précoce. La DMKNδ recombinante exprimée dans des cellules HeLa est  localisée au niveau 
de vésicules qui  colocalisent avec Rab5 et  clathrine endogènes,  suggérant  son  implication 
dans les étapes précoces de l’endocytose. De plus, la DMKNδ est capable d’activer Rab5 en 






cornification  et  permettra  de  mieux  comprendre  les  mécanismes  physiopathologiques 







The  cornification  is  the  ultimate  step  of  the  epidermal  terminal  differentiation.  It 




via  junctional  structures,  the  corneodesmosomes,  which  progressive  breaking  leads  to 
desquamation. All  the structural and enzymatic elements  involved  in  the cornification and 
the  desquamation  are  synthesized  by  the  granular  keratinocytes. During  this  PhD work,  I 
have  characterized  the  function  of  two  genes  identified  in  our  laboratory,  specifically 




follicle).  Its  adhesive  properties  could  contribute  to  the  mechanical  resistance  of  the 
epidermis. To confirm the importance of CDSN in vivo, we developed two mouse models of 
Cdsn inactivation in mouse epidermis, one constitutive, the other inducible. Cdsn‐/‐ pups die 
at  birth  from major  epidermal  permeability  barrier  defect,  following  corneodesmosomes 
rupture at the interface between granular and cornified layers, leading to the detachment of 
the cornified layer. Skin grafting onto Nude mice, as well as the inactivation of Cdsn in adult 
mice,  revealed  that  Cdsn‐/‐  epidermis  displays  a  persistent  defect  in  the  epidermal 




The  DMKN  gene  is  highly  expressed  in  granular  keratinocytes.  It  encodes  4  families  of 
proteins with as yet unknown function. The expression of the secreted isoforms α, β and γ is 
restricted to the epidermis, whereas the δ  isoform  is  intracellular and ubiquitous. By yeast 
two‐hybrid screening, we  identified  the small GTPase Rab5 as partner  for DMKNδ. Rab5  is 
known to play a role in the early endocytosis pathway. The recombinant DMKNδ expressed 
in HeLa  cells  is  localized  to  vesicles which  colocalize with  endogenous Rab5  and  clathrin, 
suggesting  its  involvement  in  the early  stages of endocytosis. Furthermore,  the DMKNδ  is 
able to activate Rab5 by stimulating  its GTP  loading. Thus, the DMKNδ could be  involved  in 
the early endocytosis via the activation of Rab5. The study of the DMKN encoded isoforms, 
and  more  particularly  of  the  secreted  ones  specific  to  granular  keratinocyte,  will  be 
continued by the analysis of knockout mice deficient in DMKN β and γ. 
 
This  work  constitutes  an  advance  in  the  knowledge  of  the  fundamental mechanisms  of 
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a un que nous portons à  l'extérieur.  La peau est notre organe  le plus vaste, mesurant en 
moyenne  2 mètres  carrés  pour  environ  15%  du  poids  total  d’un  adulte.  Cette  enveloppe 
charnue  fait  beaucoup  plus  que  nous  rendre  présentable,  elle  constitue  une  interface 
fondamentale entre l’organisme et le milieu extérieur.  
La  peau  agit  comme  un  bouclier  imperméable  à  l'eau  et  un  isolant  protégeant  le  corps 
contre  les  variations  de  température,  les  rayonnements  ultra‐violets  préjudiciables  de  la 
lumière du soleil, et les produits chimiques nocifs. Elle est également lieu de synthèse de la 
vitamine D et de substances antibactériennes empêchant les infections. La peau est de plus 




vers  la  profondeur,  l’épiderme,  la  lame  basale  et  le  derme  (Figure  1).  Dérivant  de 
l’ectoderme,  l'épiderme  est  un  épithélium  de  revêtement,  pluristratifié  et  cornifié,  en 
contact direct avec  l’environnement.  Il  joue un rôle fondamental de barrière de protection 
entre  l’extérieur  et  l’intérieur  de  l’organisme.  La  lame  basale  ou  jonction  dermo‐
épidermique dont les composants sont synthétisés à la fois par les fibroblastes du derme et 
les kératinocytes de l’épiderme, sert de support mécanique pour l’adhérence de l’épiderme 
au  derme  et  permet  les  échanges  entre  ces  deux  compartiments.  Le  derme,  d’origine 























L’épiderme  est  constitué  de  quatre  types  de  cellules  différentes :  les  kératinocytes  qui 
représentent  plus  de  90%  de  la  population  cellulaire,  les  mélanocytes,  les  cellules  de 
Langerhans et les cellules de Merkel.  
a) Les kératinocytes 
Ce  sont  eux  qui  en  migrant  de  la  profondeur  vers  la  surface,  et  en  subissant  des 
modifications majeures  au  cours  du  processus  de  cornification,  donnent  à  l'épiderme  sa 
morphologie. Comme  leur nom  l’indique,  leur principale caractéristique est de  synthétiser 
les kératines, protéines de  la famille des filaments  intermédiaires. Les kératines, organisées 
en  tonofilaments,  vont  former  le  cytosquelette  intracellulaire  en  s’associant  aux 




Ils  dérivent  des  crêtes  neurales  et  colonisent  l’épiderme  au  cours  du  développement 
embryonnaire  en  se  plaçant  entre  les  kératinocytes  de  la  couche  basale.  La  fonction 
principale des mélanocytes est la production des pigments naturels, les mélanines qui jouent 
un rôle prépondérant dans la couleur de la peau et sa capacité à se protéger des radiations 
ultraviolettes.  Les mélanines  sont  synthétisées  dans  les mélanosomes  qui  sont  transférés 
aux  kératinocytes  avoisinants  via  des  prolongements  cytoplasmiques  (dendrites)  où  ils 




5%  des  cellules  épidermiques.  Ce  sont  des  cellules  immunitaires  dérivées  des  cellules 
souches hématopoïétiques de la moëlle osseuse. Elles appartiennent au groupe des cellules 
dendritiques  présentatrices  d’antigènes  transépithéliales  et  jouent  le  rôle  de  sentinelle 







Les cellules de Merkel, constituant  la population cellulaire minoritaire de  l’épiderme  (1%), 
siègent au niveau de  la couche basale de  l’épiderme. D’abord considérées comme dérivant 
de  la  crête  neurale,  de  récents  arguments  démontrent  qu’elles  dérivent  de  cellules 
épithéliales  (Van  Keymeulen  et  al.,  2009).  Ces  récepteurs  cutanés  neuro‐endocrines 
produisent  des  neuromédiateurs  sensibles  à  la  pression  et  leurs  prolongements  





L’épiderme est un épithélium qui  se  renouvelle  continuellement,  tous  les 28  jours,  ce qui 
correspond  au  temps  nécessaire  à  l’accomplissement  du  programme  de  différenciation 
terminale  kératinocytaire.  L’épiderme  est  ainsi  constitué  de  quatre  couches  de 





















kératinocytes  épineux doivent  leur nom  aux nombreux desmosomes qui  leur donnent un 
aspect épineux sur coupe histologique et leur confèrent une forte cohésion et une résistance 
mécanique  importante.  Les  kératinocytes  épineux  progressent  vers  la  couche  granuleuse 
grâce à  la poussée des cellules sous‐jacentes. Au cours de cette migration,  ils subissent des 
modifications  morphologiques,  en  s’élargissant  et  s’aplatissant  progressivement.  Les 






kératohyaline présents dans  leur  cytoplame. Ces grains  sombres de grande  taille  sont des 
agrégats  protéiques  insolubles  contenant  la  profilaggrine.  Les  kératinosomes  ou  corps 
lamellaires,  structures  sécrétoires  tubulo‐vésiculaires  dérivées  de  l’appareil  de  Golgi,  qui 









paume  des  mains.  Le  cornéocyte  représente  le  dernier  stade  de  différenciation  du 
kératinocyte. Très aplati,  il a perdu ses organites  intracellulaires et son noyau au cours du 
processus de cornification. La membrane plasmique est remplacée par une coque rigide et 
insoluble,  l’enveloppe  cornée, et  le  cytoplasme  fait place à une matrice  fibreuse dense et 
amorphe. Les cornéocytes  sont éliminés en  surface par  le processus de desquamation. En 
fonction du degré de  cohésion et de  la densité des  cornéocytes, on peut distinguer deux 
régions au sein de la couche cornée : la partie la plus profonde appelée stratum compactum 





Les  annexes  épidermiques  se  forment  au  cours  du  développement  embryonnaire  par 
invagination de l’ectoderme et se retrouvent donc localisées dans le derme et l’hypoderme. 
On peut distinguer  les unités pilo‐sébacées,  les glandes sudoripares eccrines et  les ongles. 




peau.  Le  développement  du  follicule  pileux  au  cours  de  l’embryogénèse  se  fait  grâce  à 
l’interaction  entre  l’ectoderme  (futur  épiderme)  et  le mésoderme  (futur  derme)  (Millar, 
2002). Une fois le follicule pileux mis en place, il va obéir à un cycle dynamique complexe de 
renouvellement permanent, où une phase de croissance (anagène) est suivie d’une phase de 
régression  (catagène),  puis  d’une  phase  de  latence  (télogène)  pour  finalement  aboutir  à 
l’expulsion  du  poil  avant  la  croissance  d’un  nouveau  (Figure  3A).  Cette  capacité  d’auto‐
renouvellement est maintenue par  les cellules souches du poil dont  la niche se situe  juste 
sous  l’insertion du muscle  arrecteur,  sous  forme d’un  renflement dénommé  « bulge ».  La 
phase catagène est une phase de destruction au cours de laquelle les deux tiers inférieurs du 
follicule  pileux  vont  subir  une  apoptose  intense  conduisant  à  sa  régression.  La  papille 
dermique est maintenue à proximité du bulge au  cours de  la phase  télogène qui est une 







couches de  cellules différentes, et peut être divisée en 2  régions : une partie  supérieure, 
permanente  et  une  partie  inférieure  qui  est  renouvelée  à  chaque  cycle  (Figure  3B‐C).  La 
partie supérieure est constituée de l’infundibulum, petite cavité permettant l’ouverture à la 
surface de la peau du canal pilaire et de l’isthme (zone où s’abouche la glande sébacée). La 
partie  inférieure  est  composée  d’un  renflement  appelé  bulbe  pileux.  Le  muscle  pilo‐
arrecteur  inséré  sur  le  follicule  pileux  est  responsable  de  la  verticalisation  du  poil  ou 
horripilation. Dans  la région du bulbe,  la tige pilaire est entourée et supportée par  la gaine 
épithéliale  interne (GEI),  la couche compagnon et  la gaine épithéliale externe (GEE) (Figure 
3D).  La  gaine épithéliale  interne est elle‐même  constituée de  trois  couches  cellulaires :  la 
cuticule,  la  gaine  de Huxley  et  la  gaine  de Henle.  La  tige  pilaire,  centrale,  est  également 
subdivisée  en  trois  régions  définies  du  centre  vers  la  périphérie  en  médulla,  cortex  et 
cuticule. A  la base du bulbe pileux se trouvent des cellules matricielles prolifératives et de 































(A)  Au  cours  du  développement  embryonnaire,  l’ectoderme  et  le mésoderme  interagissent  pour 
permettre la morphogénèse des follicules pileux. Le follicule pileux subit un cycle de renouvellement 
perpétuel,  comprenant  trois  phases :  catagène  (régression),  télogène  (quiescence)  et  anagène 
(croissance). D’après  (Fuchs, 2007).  (B) Coloration hémotoxyline/éosine d’une  coupe  longitudinale 
d’un  follicule pileux. D’après  (Schneider et al., 2009).  (C) Représentation  schématique d’une unité 
pilo‐sébacée  en  phase  anagène.  D’après  (Shimomura  and  Christiano,  2010).  (D)  Représentation 






















La différenciation  terminale de  l’épiderme débute avec  la migration du kératinocyte basal 












le  renouvellement  de  l’épiderme  ainsi  que  l’entrée  en  différenciation.  Les modifications 
morphologiques  accompagnant  ce  processus  d’auto‐renouvellement  et  de  différenciation 
kératinocytaires sont bien connues alors que les mécanismes moléculaires sous‐jacents sont 





CSE  sont  retrouvées  dans  3  régions  principales  de  l’épiderme  :  la  couche  basale  de 
l’épiderme  inter‐folliculaire,  le  follicule pileux et  la glande sébacée  (Figure 4). Au cours du 
renouvellement  physiologique  de  l’épiderme,  les  trois  types  de  population  de  cellules 
épidermiques vont être maintenus par leurs propres CSE. Cependant, lorsque l’homéostasie 
épidermique est perturbée,  les  trois  types de CSE vont être capables de donner naissance 




pour  le traitement des grands brulés. Les CSE ont été  initialement  identifiées chez  la souris 
et  localisées  au  niveau  du  bulge  grâce  à  leur  capacité  à  retenir  un  marquage  à  la 
bromodésoxyuridine (BrdU) du fait de leur faible taux de division cellulaire (Cotsarelis et al., 
1990).  L’épiderme  humain  et  l’épiderme  murin  présentent  des  différences  dans  leur 
fréquence de  renouvellement et dans  les caractéristiques de  leurs populations de CSE. En 














Figure  4 : Représentation  schématique  de  la  localisation  des  différentes  populations  de  cellules 
souches épidermiques chez l’homme et la souris 
Chez  l’homme  (A),  les  cellules  souches  de  l’épiderme  inter‐folliculaire  (EIF)  sont  les  mieux 





Le  renouvellement de  l’épiderme  à  l’état physiologique dépend d’une  sous‐population de 
kératinocytes  basaux  appelés  cellules  souches  de  l’épiderme  inter‐folliculaire  (CS‐IF). 
Contrairement  aux  cellules  souches  du  follicule  pileux  qui  sont  principalement  localisées 











(A) Dans  le modèle des unités de prolifération épidermiques proposé par Potten,  les  cellules 
souches  (SC)  peuvent  se  diviser  en  cellules  d’amplification  transitoire  (TA1‐3)  et  en  cellules  post‐
mitotiques  (PM)  passant  alors dans  le  compartiment  suprabasal.  (B) Dans  le modèle proposé par 
Clayton et  collaborateurs,  les  cellules  souches épidermiques n’interviennent pas dans un  contexte 
physiologique ; seules des cellules progénitrices (EPC) au potentiel prolifératif non limité donneraient 
naissance  à  zéro, une ou deux  cellules post‐mitotiques basales  (PM B) dans des proportions  fixes 






les  unités  de  prolifération  épidermiques  (EPU) :  les  cellules  épidermiques  s’organisent  en 







proposant  un  nouveau modèle  dans  lequel  les  cellules  souches  n’interviendraient  pas  en 
conditions  physiologiques.  Des  cellules  progénitrices  (EPC),  au  potentiel  prolifératif  non 
limité  (contrairement  au modèle  des  cellules  TA),  seraient  responsables  à  elles  seules  de 







De  nouvelles  populations  de  cellules  souches  sont  régulièrement  découvertes.  Elles 
présentent des potentiels variables et occupent des niches distinctes  (Figure 4), suggérant 





Au  cours de  la différenciation,  le kératinocyte granuleux est  la dernière  cellule vivante de 
l’épiderme à présenter une activité de transcription et de traduction. C’est dans cette cellule 
qu’est synthétisée la quasi‐totalité des protéines et lipides spécifiques de la couche cornée. 
Le  kératinocyte  granuleux  va  ensuite  subir  un  processus  de mort  cellulaire  programmée 
particulière, la cornification.  
La  formation  du  cornéocyte  est  caractérisée  par  la  disparition  de  tous  les  organites 
intracellulaires.  Le  processus  de  cornification  peut‐être  qualifié  « d’orage  biochimique » 
permettant  la  transformation du kératinocyte granuleux en cornéocyte :  le cytoplasme est 
transformé  en  une  matrice  fibreuse  dense  et  amorphe  constituée  de  macrofibrilles  de 
kératine,  la membrane  plasmique  est  remplacée  par  une  enveloppe  lipoprotéique  rigide 
dénommée enveloppe cornée, l’espace intercellulaire se remplit de lamelles lipidiques et les 
jonctions  intercellulaires que  sont  les desmosomes  sont progressivement  transformées en 
cornéodesmosomes.  
La  cornification  est  considérée  comme  une  apoptose  particulière.  Il  existe  en  effet  des 
analogies entre  les processus d’apoptose et de cornification telles que  la perte du noyau et 
des autres organelles intracellulaires, des modifications morphologiques du cytosquelette et 
de  la  cellule,  ou  des  événements  protéolytiques.  Il  existe  cependant  de  nombreuses 
différences morphologiques  et biochimiques dont  la principale  réside dans  le  fait que  les 
cornéocytes, cellules mortes résultant du processus de cornification, remplissent la fonction 




finalement  éliminés  par  le  processus  de  desquamation,  contrairement  aux  cellules 
apoptotiques qui sont phagocytées.  
L’apoptose  est  un  processus  rapide  (environ  20  min)  alors  que  la  cornification  est  un 
processus lent puisque la différenciation terminale kératinocytaire dure plusieurs semaines. 
Au  cours  de  la  cornification,  le  noyau  est  totalement  détruit,  par  dégradation  de  l’ADN 
nucléaire sous l’action de la DNase1L2 (Fischer et al., 2007). Cette dégradation de l’ADN est 
néanmoins  difficilement  observable  dans  les  couches  suprabasales  de  l’épiderme  par  la 
méthode  TUNEL  (« Terminal  deoxynucleotidyl  Transferase‐mediated  dUTP‐biotin Nick  End 
Labelling »),  classiquement  utilisée  pour  détecter  la  fragmentation  de  l’ADN  et  donc  les 
cellules en apoptose. L’apoptose « classique » peut cependant être induite dans l’épiderme, 
notamment après exposition aux rayonnements UV ou dans des cas pathologiques tels que 
le  psoriasis.  Les  rayonnements  UV  entrainent  l’apparition  des  « sunburn  cells »,  qui 
présentent  les  caractéristiques  de  cellules  apoptotiques  telles  qu’un  noyau  pycnotique 
marqué  en  TUNEL  et  un  cytoplasme  éosinophile.  Ce  processus  apoptotique  est 
majoritairement observé dans  les kératinocytes de  la  couche basale  (Qin et al., 2002). En 
effet, il semble que les kératinocytes suprabasaux soient protégés de l’apoptose ce qui leur 
permet d’achever leur processus de cornification et ainsi de permettre la mise en place et le 
maintien  de  la  barrière  épidermique.  Cette  forme  de  résistance  à  l’apoptose  dépendrait 
largement du  facteur antiapoptotique BCL‐XL et de  la voie PI3K/Akt1  (Umeda et al., 2003). 
Cette hypothèse est  renforcée par  le  fait que  l’inactivation d’un  certain nombre de gènes 
pro‐apoptotiques  n’entraine  pas  de  phénotype  cutané  chez  les  souris  (Droin  and  Green, 
2004). Ces résultats vont dans le sens d’une indépendance du processus de cornification vis‐
à‐vis  de  la  voie  d’apoptose mitochondriale  classique.  Finalement,  une  étude  récente  des 
protéines induites dans des kératinocytes en culture après irradiation aux UV, a montré que 
la  protéine  « Tripartite  Motif  29 »  (TRIM‐29)  protège  les  kératinocytes,  en  cultures 
immergées ou dans des épidermes reconstruits, de l’apoptose induite par les UV (Bertrand‐
Vallery et al., 2010). TRIM‐29, qui est exprimée dans toutes les couches de l’épiderme et qui 
est  induite  par  la  voie  de  la  PKC,  pourrait  donc  être  un  nouveau  facteur  protecteur  des 







Les  caspases,  protéases  à  cystéine  intracellulaires,  effecteurs  essentiels  de  la  voie 
apoptotique, sont exprimées dans l’épiderme humain mais sous leur forme zymogène et ne 
semblent  pas  être  impliquées  dans  la  différenciation  épidermique  (Lippens  et  al.,  2000; 
Raymond  et  al.,  2007).  La  caspase  14,  non‐apoptotique,  est  la  seule  à  être  exprimée  et 
activée spécifiquement dans la couche granuleuse (Fischer et al., 2004; Lippens et al., 2000; 
Raymond et al., 2007). Un modèle de souris inactivées pour le gène caspase‐14 a permis de 
montrer  son  rôle  important  dans  la  cornification  par  son  action  protéolytique  de  la 
profilaggrine  ainsi  que  dans  la  protection  contre  les  rayonnements  UV  (Denecker  et  al., 
2007).  

















consiste  en  la  lyse  progressive  des  jonctions  intercellulaires  de  la  couche  cornée,  les 
cornéodesmosomes (cf : paragraphe I.C.5.c).  
a) Dégradation des composants du cornéodesmosome 
Des  analyses  ultrastructurales  ont  démontré  que  la  dégradation  des  cornéodesmosomes 
présents au niveau des cornéocytes les plus superficiels est concomitante à la desquamation 
et que  le clivage par protéolyse de  la partie extracellulaire de ces  jonctions  intercellulaires 
est  un  événement  clé  dans  ce  processus.  En  microscopie  électronique,  la  partie 
extracellulaire des cornéodesmosomes apparait moins dense et disparait progressivement, 
laissant la place aux lamelles lipidiques (Fartasch et al., 1993). 





(Egelrud  et  al.,  1988).  De  même,  Chapman  et  Walsh  ont  observé  en  microscopie 
électronique  des  signes morphologiques  de  dégradation  des  cornéodesmosomes  dans  un 
modèle de desquamation chez  le porc  (Chapman and Walsh, 1990). Cette dissociation des 
cornéocytes  qui  est  dépendante  du  pH  et  de  la  température,  est  due  à  une  protéolyse 
endogène  (Lundstrom  and Egelrud, 1988). En effet,  in  vitro :  la dégradation protéolytique 
des  cadhérines  desmosomales  est  corrélée  à  la  dissociation  cellulaire,  et  ces  deux 
évènements sont inhibés par les mêmes inhibiteurs de protéases empêchant la dissociation 
des cornéocytes  (Lundstrom and Egelrud, 1988; Suzuki et al., 1994). D’autres analyses par 

















corneum  chymotryptic  enzyme »)  (Egelrud,  2000). Ces  deux  enzymes  sont  très  fortement 
exprimées par  les kératinocytes granuleux et  transportées par  les corps  lamellaires qui  les 
déversent  dans  l’espace  extracellulaire  à  la  transition  couche  granuleuse/couche  cornée 
(Ishida‐Yamamoto et al., 2005). Synthétisées sous forme de pré‐pro‐enzymes inactives, elles 
sont  sécrétées  sous  forme  de  zymogène  et  activées  par  clivage  de  leur  pro‐domaine  N‐




KLK5 et KLK7 appartiennent à  la grande  famille des kallikréines qui  regroupe 15 membres 
(KLK1‐15)  chez  l’homme. Des  expériences  de  RT‐PCR  et  d’hybridation  in  situ  ont montré 
qu’en plus de KLK5 et KLK7, 9 autres kallikréines humaines  (KLK1, KLK4, KLK6, KLK8‐KLK11, 
KLK13, et KLK14) sont exprimées dans l’épiderme humain normal, au niveau transcriptionnel 
et/ou  protéique  (Komatsu  et  al.,  2005b;  Komatsu  et  al.,  2003).  De  plus,  au  moins  7 
kallikréines ont pu être quantifiées au niveau protéique dans la couche cornée normale, les 
KLK7,  KLK8  et  KLK11  étant  les  plus  abondantes  (Komatsu  et  al.,  2005a;  Komatsu  et  al., 
2005b).  
Parmi  les  kallikréines  exprimées  dans  la  couche  cornée,  seules  les  KLK5,  KLK7,  et  KLK14 
semblent  être  actives  en  conditions  physiologiques  (Brattsand  et  al.,  2005).  En  effet,  des 





expériences  in  vitro  ont  suggéré  que  ces  trois  kallikréines  participent  à  une  cascade 




s’autoactiver  et/ou  de  s’activer mutuellement  puis  activent  la  KLK7  afin  de  dégrader  de 
concert les DSG1, DSC1 et CDSN (Figure 7). KLK6, identifiée par immunohistochimie dans les 
couches  granuleuse  et  cornée  de  l’épiderme,  pourrait  également  contribuer  à  la 









protéases  ont  été  identifiées  dans  la  couche  cornée,  même  si  leur  rôle  précis  dans  la 
desquamation  reste  encore  à  être  établi.  Parmi  elles,  ont  retrouve  deux  protéases  à 
cystéine,  la  cathepsine  L2  (CTSL2 ou  cathepsine‐V) et  la  cathepsine  L‐like  (CTSL‐Like) ainsi 
qu’une protéase à acide aspartique, la cathepsine D (CTSD). Synthétisées sous forme de pro‐
enzymes  les cathepsines  sont maturées par clivage protéolytique et  sont actives dans des 
conditions de pH acide. La CTSL2 est  localisée dans  les corps  lamellaires et à proximité des 
cornéodesmosomes  dans  la  couche  cornée  et  est  capable  de  cliver  la  DSC1  in  vitro 
(Watkinson, 1999; Zeeuwen et al., 2007). De plus, les souris dont le gène Ctsl (probablement 
l’orthologue  de  CTSL2)  a  été  invalidé,  montrent  des  troubles  de  la  différenciation 
épidermique et de  la desquamation (Roth et al., 2000), soutenant son  implication dans ces 
deux processus. La CTSL‐like est capable de dégrader la CDSN in vitro (Bernard et al., 2003). 
La  CTSD  est  elle  aussi  sécrétée  par  les  corps  lamellaires  et  a  été  localisée  au  niveau  des 
cornéodesmosomes dans la couche cornée plantaire (Igarashi et al., 2004; Ishida‐Yamamoto 
et al., 2004). Comme la CTSL‐like, elle est capable de cliver la CDSN in vitro (Jonca et al., En 
préparation).  Mais  chez  l’homme,  des  mutations  non‐sens  dans  le  gène  CTSD  sont 
responsables  d’une  maladie  neurodégénérative  grave  (OMIM  610127)  sans  aucune 
manifestation  cutanée,  remettant  en  cause  le  rôle  de  la  CTSD  dans  la  desquamation.  
Finalement, des mutations dans le gène codant pour une autre cathepsine, la cathepsine C, 









Figure  7 :  Modèle  hypothétique  de  la  cascade  protéolytique  des  kallikréines  conduisant  à  la 
desquamation 
Les  lamelles  lipidiques,  la cornéodesmosine (Cd),  les kallikréines (KLKs) de  la desquamation et  leurs 
inhibiteurs (LEKTI, LEKTI2, α2ML1) sont sécrétés par les corps lamellaires dans l’espace extracellulaire 
à  l’interface couche granuleuse/couche cornée. (a) KLK5 s’auto‐active ou est activée par KLK14 puis 
KLK5  active KLK7.  (b) KLK5, KLK6, KLK7, KLK14 et KLK8  sont  capables de  cliver  les  composants du 
cornéodesmosome.  (c)  L’activité  des  KLKs  est  régulée  par  des  inhibiteurs  de  protéases  afin  de 








La  desquamation  est  un  processus  sensible  dont  la moindre  dérégulation  peut  avoir  des 
conséquences  délétères  pour  l'organisme.  Les  protéases  sont  spatialement  et 
temporellement  très  finement  régulées  (Figure  8).  Outre  le  clivage  de  la  pro‐forme 
nécessaire pour  les  rendre  actives, une multitude d'autres modulateurs entrent en  jeu.  Il 
s’agit d'une part des facteurs physico‐chimiques tels que  le gradient de pH (cf : paragraphe 
I.B.4.a),  l’hydratation de  la couche cornée ou  la composition en  lipides  intercornéocytaires, 
et  d’autre  part  du  substrat,  ses  modifications  post‐traductionnelles  (phosphorylation, 
glycosylation)  ainsi  que  son  accessibilité  étant  déterminants.  De  plus,  des  inhibiteurs  de 
protéases à proprement parler, qui se  fixent directement sur  les enzymes et bloquent  leur 
activité,  participent  à  la  régulation  de  la  desquamation.  Enfin,  des  expériences 
d’immunomicroscopie électronique ont mis en évidence que les enzymes, leurs substrats et 
leurs inhibiteurs sont triés par les corps lamellaires, permettant de les séparer physiquement 
















sont  transportées par  les corps  lamellaires mais dans des compartiments distincts  (Ishida‐
Yamamoto et al., 2004)  (Figure 7). Lorsque  LEKTI, KLK5 et KLK7  sont  libérés dans  l’espace 
extracellulaire, elles colocalisent, résultant en  l’inhibition de  l’activité protéasique des KLKs 
(Hachem et al., 2006). Cette  inhibition est très certainement régulée par  le gradient de pH 
car  les  complexes  LEKTI‐KLK5  et  LEKTI‐KLK7  se  dissocient  progressivement  au  cours  de 
l’acidification de  la  couche  cornée  (Deraison  et  al.,  2007),  conduisant  à  la protéolyse des 
cornéodesmosomes et donc à la desquamation. Chez l'homme, des mutations dans le gène 
SPINK5  entraînent  l’apparition  de  codons  STOP  prématurés  et  ainsi  la  perte  de  plusieurs 
domaines  inhibiteurs.  Ceci  est  à  l’origine  d’une  ichtyose  autosomale  récessive  grave,  le 
syndrome de Netherton  (OMIM  #256500)  (Chavanas  et  al.,  2000)  (cf : Paragraphe  I.D.1  – 
Tableau 3).  L’absence d’expression de  cet  inhibiteur  induit une augmentation de  l’activité 
protéasique dans  la couche cornée des patients, une dégradation accélérée de DSG1 et un 
excès de desquamation (Komatsu et al., 2002). La délétion de ce gène chez la souris entraîne 









En  plus  des  protéines  de  la  famille  LEKTI,  d’autres  inhibiteurs  de  protéases  à  sérine  sont 
présents au niveau de l’épiderme. Deux membres de la famille des trappines, l'élafine, aussi 
nommée  « Skin  derived  antileukoproteinase »  (SKALP),  et  « Secretory  leukoprotease 
inhibitor » (SLPI), ont été détectées faiblement dans les couches suprabasales de l’épiderme 
et  sont  capables  d’inhiber,  in  vitro,  le  détachement  des  cornéocytes  de  couche  cornée 











maladie  bulleuse  auto‐immune,  le  Pemphigus  Paranéoplasique  ou  PNP  (Schepens  et  al., 
2010).   
Finalement, l’épiderme humain contient des inhibiteurs spécifiques des protéases à cystéine, 
parmi  lesquels  la cystatine M/E dont  l’expression est restreinte à  l’épiderme. Tout comme 
les KLKs et leurs inhibiteurs, la cystatine M/E et la CTSL2 sont transportées séparément dans 
les  corps  lamellaires  et  colocalisent  au  niveau  des  cornéodesmosomes  (Zeeuwen  et  al., 
2007; Zeeuwen et al., 2001). L’inactivation du gène Cst6, codant pour la cystatine M/E chez 
la souris, conduit à une hyperkératose et une perte en eau trans‐épidermique, responsables 
de  la mort  néo‐natale  des  souris  déficientes  (Zeeuwen  et  al.,  2002).  Ceci  démontre  une 
importance  capitale  de  cet  inhibiteur  de  protéase  au  cours  des  étapes  tardives  de  la 
différenciation et de la desquamation de l’épiderme (pour revue voir Zeeuwen et al., 2009). 









Figure  9 :  Schéma  récapitulatif  des  protéases  et  de  leurs  inhibiteurs  impliqués  au  cours  de  la 
desquamation 
Produites  sous  forme  inactive,  les  différentes  protéases  sont  activées  par  clivage,  parfois  auto‐
catalytique  (flèche circulaire), de  leur prodomaine. Les  substrats  identifiés  sont  sur  fond noir alors 
que ceux encore à découvrir sont  indiqués par « ? ». Les  inhibiteurs de protéases  identifiés dans  la 





L’homéostasie  de  l’épiderme  est  maintenue  grâce  à  un  contrôle  finement  régulé  de  la 
prolifération  et  de  la  différenciation  kératinocytaires.  Cette  régulation  du  programme  de 





maturation  avec  un  pH  autour  de  4,5  à  la  surface  de  l’épiderme  (Ohman  and  Vahlquist, 
1994).  
Trois origines distinctes ont été décrites pour expliquer l’acidification de la couche cornée: la 





niveau  de  la  couche  granuleuse  (Behne  et  al.,  2002;  Hachem  et  al.,  2005),  et  enfin  la 
présence d’acide  trans‐urocanique  composant du  facteur naturel d’hydratation  (Krien and 
Kermici, 2000). 
L’acidité  de  la  couche  cornée  ne  permet  pas  seulement  de  participer  à  la  fonction 
antimicrobienne de  la peau  (cf : paragraphe C.1.a) mais  joue également un  rôle  important 
dans  la  régulation de  la  cohésion de  la  couche  cornée. En effet, des analyses  in  vitro ont 
permis de montrer que les KLKs de la desquamation sont séquentiellement activées dans la 
couche  cornée  au  cours  de  l’acidification  du  pH  (Brattsand  et  al.,  2005)  (Figure  10). 
Finalement,  une  augmentation  du  pH  entraîne  une  inhibition  de  la  sécrétion  des  corps 
lamellaires (Elias et al., 2004).  
Au  niveau  physiopathologique,  une  perturbation  du  pH  a  été montrée  chez  des  patients 
atteints de dermatite atopique et d’ichtyose vulgaire (Ohman and Vahlquist, 1998; Rippke et 
al., 2004) et  le maintien d’un pH  acide dans  la  couche  cornée prévient  la  survenue de  la 






Le  pH  de  la  couche  cornée  s’acidifie  de  la  profondeur  vers  la  surface.  Les  kallikréines  (KLKs) 
impliquées dans  la desquamation vont être  séquentiellement activées :  les KLK5 et KLK14  sont  les 
premières activées (pH neutre) et vont pouvoir continuer à activer  la pro‐KLK5. Lorsque  la KLK5 est 








la  différenciation  des  kératinocytes  primaires  (Pillai  et  al.,  1990).  Cultivés  en  faible 
concentration  de  calcium  (<  0,07 mM),  les  kératinocytes  prolifèrent,  ne  forment  pas  de 
contacts intercellulaires, ne présentent pas de stratification, et produisent peu d’enveloppes 
cornées. L’augmentation du calcium au‐delà de 0,1 mM dans le milieu de culture induit une 
redistribution  rapide  des  protéines  desmosomales  (cadhérines,  desmoplakine, 
plakoglobine…)  du  cytoplasme  à  la  membrane  plasmique,  permettant  l’assemblage 
fonctionnel des desmosomes, et donc la formation de contacts intercellulaires (Braga et al., 
1995). Les kératinocytes commencent à synthétiser les kératines K1 et K10 au détriment des 
kératines  basales  K5  et  K14.  L’expression  des marqueurs  de  la  différenciation  comme  la 
profilaggrine,  l’involucrine,  la  loricrine  et  la  transglutaminase  1  (TGM1)  est  ensuite 
augmentée et l’enveloppe cornée devient apparente (Bikle et al., 2004). 
Au niveau de l’épiderme, il existe un gradient calcique, croissant de la couche basale vers les 
couches  suprabasales,  puis  décroissant  dans  la  couche  cornée  (Menon  et  al.,  1985).  Ce 
gradient  est  essentiel  à  la  différenciation  épidermique  puisqu’il  permet  de  stimuler  la 
sécrétion  des  corps  lamellaires  ainsi  que  de  réguler  la  transcription  de  nombreux  gènes 
codant  pour  des  protéines  impliquées  dans  le  processus  de  cornification  tels  que  les 
transglutaminases,  l’involucrine,  la  loricrine,  la  filaggrine,  etc.  (Elias  et  al.,  2002).  Dans 





(PIP2)  en  diacylglycérol  (DAG)  et  inositol  triphosphate  (IP3).  L’IP3  entraine  le  relargage  de 
calcium  à  partir  des  stocks  du  réticulum  endoplasmique  et  de  l’appareil  de  Golgi, 
augmentant  ainsi  le  calcium  intracytoplasmique.  Ceci  a  pour  effet  d’ouvrir  des  canaux 
calciques  membranaires,  permettant  un  flux  entrant  de  calcium  augmentant  encore 







(Figure  11).  Le  gradient  de  calcium  épidermique  joue  donc  un  rôle  important  dans  le 
contrôle de la différenciation terminale de l’épiderme.  
c) Rôle de la vitamine D 
La  peau  est  la  principale  source  de  vitamine  D3  ou  cholécalciférol.  Sous  l’influence  du 




permettant  son  association  avec  son  partenaire,  le  récepteur  X  aux  rétinoides  (RXR). 
L’hétérodimère  VDR‐RXR  régule  la  transcription  de  ses  gènes  cibles  via  des  éléments  de 
réponse à la Vit D (VDRE) situés dans les régions promotrices. La Vit D permet ainsi d’activer 
l’expression  de  gènes  impliqués  dans  la  différenciation  épidermique  comme  ceux  codant 
pour  l’involucrine,  des  transglutaminases,  des  PLC  ou  encore  les  peptidyl‐arginine 
désiminase  1  et  3  (Palmer  et  al.,  2008;  Su  et  al.,  1994).  Le  profil  transcriptionnel  de 
kératinocytes primaires humains en  culture  traités par  la Vit D, établi à  l’aide de puces  à 
ADN, a révélé la surexpression de 82 gènes, parmi lesquels ceux codant pour des kallikréines, 



















Figure 11 : Régulation de  la différenciation épidermique par  synergie entre  la  vitamine D3 et  le 
calcium 
La  fixation  du  Ca2+  sur  le  récepteur  calcique  (CaR)  stimule  le  clivage  du  phosphatidylinositol 
biphosphate (PIP2) en diacylglycérol (DAG) et inositol triphosphate (IP3) par la phospholipase C (PLC). 
L’IP3 et  le DAG vont permettre d’augmenter  la concentration calcique  intracellulaire et d’activer  la 
protéine kinase C  (PKC), entrainant  la  transcription de gènes de  la différenciation épidermique qui 
contiennent une séquence de réponse au calcium (CaRE) dans leur promoteur. La vitamine D3 (1,25‐
(OH)2D3) potentialise l’action du calcium en augmentant l’expression du CaR, en activant la PKC, et en 





cours  de  la  différenciation,  bien  qu’elle  ne  soit  pas  strictement  requise  pour  la 





Comme  nous  l’avons  vu,  la  différenciation  terminale  kératinocytaire  est  un  phénomène 
complexe  qui  nécessite  une  régulation  fine  des  gènes  impliqués  dans  ce  processus.  Les 




soit  dans  la  prolifération  des  kératinocytes  basaux  soit  dans  la  différenciation  ou  la 
cornification. Les premiers facteurs décrits dans l’épiderme étaient tous de nature ubiquiste. 
La  régulation  de  la  différenciation  était  alors  proposée  comme  résultant  de  l’expression 
spécifique de ces différents facteurs. Mais de nouveaux facteurs de transcription présentant 
des profils d’expression restreints ont été  identifiés, et pourraient agir en synergie avec  les 




32%  des  promoteurs  de  vertébrés  soulignant  son  caractère  hautement  ubiquiste.  Les 
facteurs de transcription AP‐1 sont impliqués dans la régulation d'un grand nombre de gènes 
de  la différenciation tels que FLG (Jang et al., 2000),  INV (LaPres and Hudson, 1996), DSG1 






Estimation  semi‐quantitative  de  l’intensité  de  fluorescence  obtenue  par  immunofluorescence 
indirecte  avec  des  anticorps  spécifiques  des  différents  facteurs  de  transcription  sur  coupe 










A  ces deux grandes  familles  s'ajoutent également  les  familles ubiquistes Sp1, Sp3, CREB‐1 
ainsi que d’autres facteurs d’expression plus restreinte tels que les facteurs POU/Oct et ETS 
qui sont également  impliqués dans  la  régulation de gènes spécifiques de  la différenciation 
épidermique. 
(2) Cas particulier : p63 
Différentes études ont mis en évidence  le  rôle primordial du  facteur de  transcription p63 
dans le contrôle de la prolifération et de la différenciation épidermique. p63 est un membre 
de la famille des protéines p53 qui code deux isoformes différant par la présence (isoforme 
TAp63)  ou  l’absence  (isoforme  ΔNp63)  d’une  séquence  peptidique  N‐terminale.  Son 
expression est principalement restreinte aux épithéliums stratifiés. Les souris invalidées pour 




2006). Un des  gènes  cible bien  connu de p53, Perp  (p53 effector  related  to PMP‐22), est 
également activé par p63. Perp est une protéine membranaire  localisée dans  les  jonctions 
desmosomales. Son  invalidation dans un modèle murin  conduit à un défaut d’assemblage 















couche basale a montré que  la mise en place de  la barrière est plus précoce,  tout comme 
l'expression de marqueurs  tardifs de  la différenciation  (Jaubert et al., 2003). Deux études 
plus  récentes  utilisant  des  puces  à  ADN  ont  montré  que  KLF4  régule  plusieurs  gènes 





de  la  fonction  barrière.  En  effet  parmi  ses  cibles  figurent  un  grand  nombre  de  gènes  du 
complexe de différenciation épidermique ainsi que le gène Tgm1 (Yu et al., 2006). 
Gata3  est  fortement  exprimé  dès  les  premières  couches  suprabasales  et  les  souris 
déficientes pour ce gène présentent un  trouble majeur de  la perméabilité épidermique et 
meurent de déshydratation quelques heures après  la naissance  (de Guzman Strong et al., 
2006).  En  plus  de  réguler  des  marqueurs  connus  de  la  différenciation,  GATA3  cible 
directement  plusieurs  gènes  du métabolisme  lipidique,  expliquant  les  défauts  des  lipides 
observés chez les souris déficientes. 
La  protéine  BLIMP1  codée  par  le  gène  PRDM1  est  exprimée  dans  les  couches  les  plus 
différenciées  de  l'épiderme  (Horsley  et  al.,  2006).  L’invalidation  du  gène  chez  la  souris 
n’entraîne qu’un  léger  retard  dans  la mise  en  place  de  la  barrière  in  utero  et  l’épiderme 
dépourvu  de  Blimp1  présente  une morphologie  altérée,  notamment  une  couche  cornée 





l’épiderme  (Mattiuzzo  et  al.,  Accepté).  Certains  d’entre  eux  ont  été  montrés  comme 










de  l’épiderme,  en  constituant  une  barrière  infranchissable.  En  plus  de  cette  protection 







développement  de  la  microflore  naturelle  tout  en  inhibant  la  croissance  de  certaines 
bactéries pathogènes (staphylocoques dorés) qui se divisent mieux à pH neutre (Schmid and 
Korting,  1995).  De  plus,  une  prédisposition  aux  infections  cutanées  a  été  observée  dans 





Les  peptides  antimicrobiens  ou  PAM  sont  produits  par  les  kératinocytes  mais  aussi  les 
sébocytes et les glandes sudoripares. Ces PAM sont spécialisés dans l’élimination active d’un 
large spectre de microorganismes (bactéries, champignons, virus). Deux grandes familles de 












protéases  à  cystéine  et  un  peptide  carboxy‐terminal  qui  possède  une  activité 
antimicrobienne.  La production d’hCAP‐18  est  augmentée dans  la peau des nouveau‐nés, 
mécanisme qui pourrait compenser l’immaturité de leur système immunitaire (Dorschner et 
al.,  2003).  Son  inactivation  chez  la  souris  empêche  l’épiderme  de  se  défendre  contre  le 












L’acide  urocanique  (UCA)  est  synthétisé  à  partir  d’histidine  libre,  par  une  réaction  de 
désamination. L’UCA est présent dans la matrice intracornéocytaire sous sa forme trans. Par 
photoisomérisation en forme cis, il contribue à l’absorption d’une partie du rayonnement UV 





la  sortie  de  substances  telles  que  l’eau  ou  les  ions,  et  de  l’extérieur  vers  l’intérieur  en 
empêchant  la  pénétration  d’autres  composés  tels  que  les  substances  toxiques  et  les 









dans  les membranes  biologiques.  En  effet,  elle  est  très  pauvre  en  phospholipides  et  est 
essentiellement composée de céramides (45‐50%), de cholestérol (25%), d’acides gras libres 
(10‐15%) et moins de 5% des autres catégories de  lipides,  le sulfate de cholestérol étant  le 
plus  important. Cette composition particulière est responsable de  l’organisation des  lipides 
en  lamelles  lipidiques ou  lamellae  (Madison, 2003).  Les  glandes  sébacées  sont également 
source de  lipides puisqu’elles produisent des esters de cholestérol, des diglycérides et des 
triglycérides  qui  sont  libérés  par  le  canal  pilaire  à  la  surface  de  l’épiderme  où  ils  se 





granuleux:  les corps  lamellaires. Sous  l’action d’un signal encore mal défini, par exemple  la 




induite  soit  par  arrachement mécanique  des  cornéocytes  superficiels  (« tape‐stripping »),  
soit  par  une  application  topique  de  détergent  ou  de  solvant  (Menon  et  al.,  1992).  Les 
précurseurs  lipidiques  sécrétés  par  les  corps  lamellaires  subissent  des  modifications 
enzymatiques majeures, grâce à la sécrétion simultanée de leurs enzymes de maturation, les 







































































de  leur chaine hydrocarbonée et  la nature de  leur groupement sphingosine. Leur synthèse 
résulte de 2 voies principales :  la synthèse de novo à partir de  la condensation de sérine et 
de  palmotoyl‐CoA  par  deux  enzymes  (Choi  and  Maibach,  2005),  et  la  dégradation  du 
glucosylcéramide  par  la  β‐glucocérébrosidase  et  de  la  sphingomyéline  par  la 
sphingomyélinase (Holleran et al., 1993; Jensen et al., 1999; Schmuth et al., 2000). 
L’épiderme  contient  également  des  acides  gras,  qui  peuvent  être  libres  ou  liés  à  des 
phospholipides, des triglycérides, des glucosylcéramides ou des céramides. Seuls  les acides 







par  la phospholipase A2. L’inhibition de cette activité enzymatique chez  la  souris entraine 
des  anomalies des membranes  lipidiques  ainsi qu’une perturbation de  la perméabilité de 
l’épiderme restaurée par l’application d’acides gras libres (Mao‐Qiang et al., 1995).  
Le cholestérol est synthétisé dans les couches les plus profondes de l’épiderme avant d’être 
converti  en  sulfate  de  cholestérol  par  la  sulfotransférase  présente  dans  la  couche 
granuleuse. Le sulfate de cholestérol est ensuite métabolisé en cholestérol dans  la couche 
cornée  grâce  à  la  stéroïde  sulfatase.  Cette  enzyme  joue  un  rôle  essentiel  dans  la 








la  microscopie  électronique  et  l’utilisation  d’un  contrastant  des  lipides,  le  tétroxide  de 
ruthénium. Les lamellae apparaissent comme une succession de lignes denses et claires aux 
électrons, parallèles à la surface des cornéocytes et en continuité avec l’enveloppe lipidique. 





(A)  Visualisation  des  lamelles  lipidiques  dans  l’espace  intercornéocytaire.  Les  flèches  désignent 






Des expériences  in vitro ont démontré que  seule  la composition  lipidique  spécifique de  la 
couche cornée permet cet arrangement particulier des  lipides en  lamelles  (de  Jager et al., 
2004).  Finalement,  la microscopie  électronique  a  également  permis  de  visualiser  que  les 
lipides  s’organisent  en  feuillets  dès  leur  présence  dans  les  corps  lamellaires  (Figure  14B). 
Après  leur  sécrétion  dans  l’espace  intercornéocytaire,  ces  feuillets  fusionneraient  bout  à 
bout afin de former les lamelles lipidiques (Madison, 2003).  
La nature hydrophobe des lipides lamellaires permet de limiter le déplacement des solutions 
aqueuses  à  travers  la  couche  cornée.  Cette  propriété  est  essentielle  pour  éviter  la 




Les  jonctions  serrées  ou  « tight  junctions »  sont  localisées  au  pôle  apical  des  cellules 
épithéliales et endothéliales où elles forment une ceinture d’adhérence continue sur toute la 
circonférence cellulaire. Les jonctions serrées empêchent ainsi la circulation de fluides et de 
molécules à travers  l’espace  intercellulaire assurant  l’étanchéité entre deux compartiments 
cellulaires. De plus, elles séparent les lipides des pôles apical et basolateral de la membrane 
plasmique participant ainsi au maintien de la polarité cellulaire.  
Les  jonctions  serrées  sont  des  structures  complexes  constituées  de  protéines 
transmembranaires  et  de  protéines  adaptatrices  assurant  la  liaison  avec  le  cytosquelette 
d’actine. D’autres  protéines  impliquées  dans  diverses  voies  de  signalisation  (protéines G, 
PKC etc.) sont également liées aux jonctions serrées. Plusieurs familles de protéines à quatre 
domaines  transmembranaires  ont  été  décrites :  l’occludine,  les  claudines  (plus  de  24 
membres  identifiés)  et  la  tricelluline.  Les  protéines  de  la  famille  « junctional  adhesion 
molecule » (JAM), qui appartiennent à la superfamille des immunoglobulines, présentent un 








Contrairement  aux  épithéliums  simples pour  lesquels  leur  rôle  crucial  a  été décrit depuis 
longtemps,  les  jonctions  serrées  ont  longtemps  été  ignorée  au  sein  de  l’épiderme, 
principalement à cause de leur localisation restreinte à quelques assises de kératinocytes et 
leur  observation  difficile  (Furuse  et  al.,  2002)  (Figure  15A).  Les  jonctions  serrées  ne  sont 
assemblées  et  fonctionnelles  qu’à  partir  des  assises  centrales  de  la  couche  granuleuse, 
même  si  certaines protéines  sont exprimées plus précocement.  Le profil d’expression des 
protéines  des  jonctions  serrées  a  été  déterminé  dans  l’épiderme  humain  par  des 
expériences d’immunofluorescence indirecte : les claudine 1 et 7, JAM‐A et MUPP‐1 ont été 
détectées  dans  toutes  les  couches  vivantes  de  l’épiderme,  ZO1  et  la  claudine  4  sont 
majoritairement  localisées dans  la couche granuleuse tandis que  l’occludine et  la cinguline 






(A)  Visualisation  en  microscopie  électronique  de  jonctions  serrées  d’épiderme  murin.  (a,d) 
cryomicroscopie  électronique  d’épiderme  de  souris.  (b)  représentation  schématique.  (c) 
agrandissement. Les  têtes de  flèche désignent  les corps  lamellaires. Barres d’échelle = 400 nm  (a), 
200 nm (c), 100 nm (d). (Furuse et al., 2002). (B) Représentation schématique de  la  localisation des 
jonctions  serrées  et  de  leurs  protéines  constitutives  dans  l’épiderme  humain.  * :  différentes 
isoformes dans différentes couches de l’épiderme. D’après (Brandner et al., 2010). DS : desmosomes;   








été mise en évidence grâce à un modèle de souris  inactivées pour  le gène codant pour  la 
claudine  1  (Furuse  et  al.,  2002).  En  effet,  ces  souris  présentent  un  trouble  létal  de  la 
perméabilité épidermique. De façon plus précise, l’épiderme de ces souris est caractérisé par 
une  compaction  de  la  couche  cornée  mais  surtout  par  des  jonctions  serrées  non 
fonctionnelles  qui  ne  sont  plus  capables  de  bloquer  la  diffusion  intercellulaire.  Chez 
l’homme,  des  mutations  du  gène  codant  pour  la  claudine  1  ont  été  montrées  comme 
responsables  d’une  ichtyose  syndromique  appelée  syndrome  NISCH  (OMIM  607626)  (cf : 
Paragraphe  I.D.1 – Tableau 3). Finalement,  lorsque  la barrière épidermique est perturbée, 
notamment dans le cas d’ichtyose, de psoriasis ou lors de la cicatrisation cutanée, certaines 
protéines  des  jonctions  serrées  telles  que  ZO1  et  l’occludine,  d’ordinaire  restreintes  à  la 
couche granuleuse, sont détectées dès la couche épineuse (Malminen et al., 2003; Pummi et 
al.,  2001)  (Figure  15B).  Ainsi  les  jonctions  serrées  jouent  un  rôle  majeur  dans 




Le  facteur naturel d’hydratation ou  FNH est  retrouvé exclusivement  au  sein de  la  couche 
cornée  de  l’épiderme.  Il  est  constitué  d’acides  aminés  libres  (~40%)  ou  de  leurs  dérivés 
comme  l’acide carboxylique pyrolidone dérivé de  la glutamine ou  l’acide urocanique dérivé 
de  l’histidine,  ainsi  que  d’acide  lactique,  d’urée,  de  citrate  et  de  sucres  (Rawlings  and 
Harding,  2004).  Les  composants  hygroscopiques  du  FNH  sont  capables  de  capter  et  de 
retenir  l’eau  dans  la matrice  fibreuse  intracornéocytaire  et  ainsi  de maintenir  la  couche 
cornée hydratée pour  lui permettre de rester flexible et métaboliquement active malgré  la 
sècheresse  de  l’air  environnant.  En  effet,  l’hydratation  est  essentielle  pour  l’activité  des 
protéases de  la desquamation ou encore pour  les enzymes du métabolisme  lipidique.  Les 
composants  du  FNH  sont  présents  en  grande  quantité  dans  les  cornéocytes  puisqu’ils 








La  filaggrine  est  une  protéine  présentant  un métabolisme  complexe  (Figure  16).  Elle  est 
d’abord synthétisée par  les kératinocytes granuleux sous  la forme d’un précurseur de haut 
poids moléculaire  appelé  profilaggrine  (Dale,  1985).  La  profilaggrine  est  phosphorylée  et 
stockée  dans  le  cytoplasme  des  kératinocytes  granuleux  sous  la  forme  de  granules  de 
kératohyaline.  Ce  précurseur  est  composé  de  10‐12  sous‐unités  de  filaggrine  qui  sont 
répétées en tandem et liées entre elles par un peptide de liaison hydrophobe. A la transition 
entre les couches granuleuse et cornée, la profilaggrine est déphosphorylée puis protéolysée 
en  sous‐unités  monomériques  fonctionnelles.  Les  sous‐unités  de  filaggrine  s’associent 
ensuite aux filaments intermédiaires de kératine afin de faciliter leur agrégation permettant 
la formation de la matrice fibreuse intra‐cornéocytaire. Dans le bas de la couche cornée, les 
sous‐unités  de  filaggrine  sont  désiminées :  cette  modification  post‐traductionnelle 
transformant les résidus arginyl en résidus citrullyl est catalysée par une famille d’enzymes, 
les  peptidyl‐arginine  désiminases.  Cette  désimination  induit  un  changement  global  de  la 
charge,  la  filaggrine devient acide et perd son affinité pour  les  filaments  intermédiaires de 
kératine. Les sous‐unités de filaggrine ainsi détachées de  la matrice  intracornéocytaire sont 
totalement  protéolysées  en  acides  aminés  libres  entrant  dans  la  composition  du  FNH 
(Mechin et al., 2005; Rawlings and Matts, 2005; Scott and Harding, 1986; Simon et al., 1996). 
De  nombreuses  protéases  ont  été  impliquées  dans  le  métabolisme  de  la  filaggrine 
(Figure 16). Nous pouvons  citer par exemple  la prostasine  (ou CAP‐1) et  la matriptase,  la 
caspase‐14  et  l’élastase‐2,  dont  l’implication  dans  ce  métabolisme  a  été  décrite  ces 




liée  à  la membrane  par  une  ancre GPI. Des  souris  déficientes  pour  chacune  de  ces  deux 








membrane  plasmique,  clive  la  prostasine  qui  ainsi  activée  va  pouvoir  stimuler  le  canal 
sodique ENaC provoquant un influx de sodium ; cet influx sodique va permettre une entrée 
de  calcium  dans  la  cellule  et  l’activation  des  protéases  dépendantes  du  calcium  qui  vont 










La résistance mécanique de  la couche cornée est  le résultat de 3 composantes :  la matrice 
fibreuse  présente  à  l’intérieur  des  cornéocytes,  l’enveloppe  cornée  qui  forme  une  coque 
rigide  autour  de  cette  matrice  et  qui  remplace  la  membrane  plasmique,  et  les 






Les  kératines,  composants  des  filaments  intermédiaires  des  cellules  épithéliales,  sont  les 
protéines  structurales  principales  de  l’épiderme  constituant  jusqu’à  85%  des  protéines 




Les kératines humaines  représentent une  famille de 54 protéines dont 37  sont exprimées 
dans les épithéliums et 17 dans le follicule pileux. Elles sont séparées en deux groupes sur la 
base  de  leur  séquence  protéique :  les  kératines  acides  de  type  I  (K9  à  K28  dans  les 
épithéliums humains) et  les  kératines basiques de  type  II  (K1  à K8 et K71  à K80 dans  les 
épithéliums humains) (Schweizer et al., 2006). La polymérisation des filaments de kératines 
s’effectue grâce à l’assemblage d’hétérodimères de kératines acides et basiques (Coulombe, 
1993).  Les  hétérodimères  s’assemblent  dans  un  deuxième  temps  en  tétramères  qui 
s’associent à leur tour par leurs extrémités pour former un protofilament. C’est l’association 
et  la  compaction  de  plusieurs  protofilaments  qui  donnent  naissance  aux  filaments 
intermédiaires de kératine de 10 à 12 nm de diamètre. Ceux‐ci s’organisent dans la cellule en 
un réseau qui permet de relier la membrane nucléaire à la membrane plasmique où ils sont 





sont  exprimées  dans  les  cellules  non  différenciées  de  la  couche  basale  alors  que  leur 
expression  est  inhibée  dans  les  couches  supérieures.  Les  kératines  K1  et  K10,  elles,  sont 
caractéristiques  des  couches  suprabasales  (Eckert  et  al.,  1997;  Roop  et  al.,  1988).  Les 
kératines  K6,  K16  et  K17  sont  exprimées  par  les  kératinocytes  des  épithéliums 
hyperprolifératifs (Paladini et al., 1996) ainsi que dans l’épiderme palmoplantaire. K9, qui est 
très homologue à K10, est exprimée de  façon spécifique dans  les couches suprabasales de 






et palmoplantaire, est exprimée dans  les couches  suprabasales dès  le milieu de  la couche 
épineuse,  et  pourrait  s’assembler  avec  K10  ou  K9  en  fonction  du  territoire  anatomique 
(Langbein et al., 2010). Enfin, des expériences de RT‐PCR ont montré qu’une autre kératine 
acide,  la  K23,  jusque‐là  identifiée  dans  les  cellules  cancéreuses  du  pancréas  et  dans  le 



















l’intervention  d’un  membre  de  la  famille  des  protéines  associées  aux  filaments 
intermédiaires  (IFAP) :  la  filaggrine  (pour  filament  aggregating  protein ;  détaillée  dans  le 
Paragraphe I.C.4). Cette agrégation permet de former la matrice fibreuse intracornéocytaire 
indispensable à la résistance mécanique de la couche cornée (Fuchs and Weber, 1994). 
De  nombreuses  génodermatoses  sont  causées  par  des  mutations  des  kératines 
épidermiques.  En  fonction  du  gène  impliqué  et  de  la  position  de  la  mutation  sur  sa 
séquence, les manifestations cliniques peuvent être plus ou moins sévères. On peut citer en 
exemple  les  kératodermies  palmoplantaires  (cf :  Paragraphe  I.D.1  Tableau  4)  ou  des 









L’enveloppe  cornée  présente  deux  structures  distinctes  par  leur  localisation,  leur 
composition et leur fonction : une structure intracellulaire protéique extrêmement rigide et 
insoluble  qui  garantit  la  séquestration  des  macrofibrilles  de  kératine  à  l’intérieur  du 
cornéocyte  ;  et  une  structure  lipidique  extracellulaire  constituée  d’une monocouche  de 
céramides, qui sert d’ancrage aux  lipides  intercornéocytaires. La structure protéique rigide 
et  insoluble  de  l’enveloppe  cornée  résulte  d’un  assemblage  covalent  entre  plusieurs 
précurseurs protéiques, grâce à l’action de transglutaminases (TGM). 
Les  TGM  appartiennent  à  la  famille  des  protéases  à  cystéine  « papain‐like ».  Ce  sont  des 
enzymes dépendantes du calcium qui catalysent la formation de liaisons covalentes entre les 
résidus glutamine et  lysine des protéines. Chez  l’homme, 8  isoformes ont été  identifiées et 
sont  impliquées  dans  de  nombreux  processus  biologiques.  Seules  les  TGM  1,  3  et  5  sont 
exprimées dans  l’épiderme où elles participent  à  la  formation de  l’enveloppe  cornée.  Les 
TGM 1 et 3 sont synthétisées sous forme de précurseurs et activées par protéolyse partielle 
lors de  la cornification. La TGM1 est une protéine membranaire qui  joue un  rôle essentiel 
dans  l’assemblage des composants de  l’enveloppe cornée. Les souris dont  le gène Tgm1 a 
été  invalidé meurent  à  la  naissance  suite  à  un  défaut  de  barrière  cutanée  induit  par  des 
anomalies de formation de  l’enveloppe cornée (Kuramoto et al., 2002). Chez  l’homme, des 
mutations dans le même gène sont responsables d’une ichtyose sévère, l’ichtyose lamellaire 
de  type  1  (OMIM  #242300)  (cf :  Paragraphe  I.D.1  –  Tableau  2).  Les  TGM  3  et  5  sont 
cytosoliques. La TGM3 permet d’oligomériser des précurseurs protéiques qui seront ensuite 
liés  entre  eux  par  la  TGM1  membranaire.  La  TGM5  peut  former  des  liaisons  avec  de 
nombreux  précurseurs  protéiques  et  pourrait  également  jouer  un  rôle  dans  les  stades 
précoces de formation des enveloppes cornées au niveau des plaques desmosomales pour 
maintenir l’adhérence intercellulaire (Candi et al., 2002; Cassidy et al., 2005). 
L’assemblage  de  l’enveloppe  cornée  est  un  processus  séquentiel,  finement  régulé  par 





moléculaires  dépendants  du  calcium.  La  majorité  des  gènes  codant  les  précurseurs  de 
l’enveloppe  cornée  sont  regroupés  au  niveau  du  locus  chromosomique  1q21,  appelé 
« complexe de  différenciation  épidermique »  (EDC).  Les  événements  initiaux  se  déroulent 
dans les kératinocytes épineux superficiels, avec l’expression de deux précurseurs précoces, 
l’envoplakine et  la périplakine. Ceux‐ci s’hétérodimérisent grâce à  la TGM5 et se  localisent 
sur  la  face  interne  de  la membrane  sous  l’effet  de  l’augmentation  de  la  concentration 
calcique.  Ils sont  immédiatement rejoints par  l’involucrine  fixée par  la TGM1 membranaire 
(DiColandrea et al., 2000; Kalinin et al., 2002; Steinert and Marekov, 1999). Cette dernière 
amorce  la  formation  d’un  réseau  covalent  d’involucrine  et  d’envoplakine,  qui  forme  une 
armature protéique primaire particulièrement  solide,  incorporant  la plaque desmosomale. 
Curieusement,  des  souris  invalidées  pour  chacun  des  gènes  codant  pour  l’involucrine, 
l’envoplakine ou  la périplakine  sont  viables et ne présentent  aucun phénotype particulier 
(Aho et  al., 2004; Djian et  al., 2000; Maatta et  al., 2001),  ce qui  suggère une  importante 
redondance  des  fonctions  de  ces  trois  protéines.  De  plus,  l’étude  de  souris  déficientes 
simultanément pour ces trois protéines d’enveloppe n’a montré qu’un léger retard de mise 
en  place  de  la  barrière  et  la  présence  d’une  hyperkératose  (Sevilla  et  al.,  2007)  (cf : 
Paragraphe I.D.3 – Tableau 5). 
Dans  une  deuxième  étape  dite  de  renforcement,  les  corps  lamellaires  contenant  les 
précurseurs  des  lipides  extracellulaires  fusionnent  leur  membrane  à  la  membrane 
plasmique,  déversant  leur  contenu  entre  les  couches  granuleuse  et  cornée.  Les 
phospholipides de la membrane plasmique sont remplacés par des ω‐hydroxycéramides qui 
sont  liés  par  la  TGM1  à  l’involucrine  (Candi  et  al.,  2005).  L’alignement  de  la  partie 
extracellulaire  des  céramides  le  long  de  la  surface  extérieure  forme  ainsi  l’enveloppe 
lipidique. De manière concomitante à  la  formation de  l’enveloppe  lipidique se produit une 
phase  de  renforcement  de  l’enveloppe  cornée,  qui  repose  sur  l’expression  et  la 
polymérisation de différentes  classes de protéines.  La  loricrine, exprimée  au niveau de  la 
couche granuleuse, est un composant majeur de l’enveloppe cornée (80%). Elle se distingue 
par  son  contenu  en  résidus  glycine  particulièrement  élevé  et  sa  nature  insoluble.  Les 
molécules de loricrine s’associent entre elles ou se lient à d’autres protéines comme les SPRs 
(small proline‐rich proteins) grâce à l’activité enzymatique de la TGM3 (Steinert et al., 1998). 




primaire  par  la  TGM1.  D’abondantes  liaisons  peptidiques  sont  établies  au  niveau  des 
desmosomes où de nombreux substrats des TGM sont présents. 
D’autres  protéines  sont  finalement  incorporées  à  cette  enveloppe  cornée  telles  que  les 









la manière  d’un  rivet  par  l’ancrage  des  filaments  intermédiaires  de  kératine  au  point  de 
contact  cellule/cellule.  Ces  structures  jonctionnelles  sont  très  abondantes  dans  les  tissus 
subissant  des  contraintes mécaniques  importantes  tels  que  les  épithéliums  et  le muscle 
cardiaque. Au niveau de l’épiderme, les desmosomes sont présents dans toutes les couches 



























Les  desmosomes  sont  composés  de  nombreuses  protéines  appartenant  à  trois  familles 
différentes : les cadhérines desmosomales, les protéines à domaine armadillo et les plakines 
(Garrod and Chidgey, 2008; Green and Simpson, 2007). De plus, lorque les desmosomes sont 
transformés  en  cornéodesmosomes,  une  protéine  particulière  se  localise  au  cœur  de  la 
structure,  la  cornéodesmosine.  Au  niveau  de  l’épiderme,  les  protéines  desmosomales  et 
















and Aho, 2003) et  la kazrine  (Sevilla et al., 2008), sont également associée à  la périplakine 
dans la couche granuleuse.  
Il existe quatre  isoformes de plakophilines  (PKP) codées par des gènes  localisés sur quatre 
chromosomes différents ; toutes sont exprimées dans l’épiderme et localisées au niveau de 
la plaque du desmosome. La plakoglobine (PG), également appelée γ‐caténine, est présente 
au  niveau  des  desmosomes  mais  aussi  au  niveau  des  jonctions  adhérentes.  PKP1‐3 










les  filaments  intermédiaires  de  kératine.  La  DSP  serait  également  capable  de  se  lier 
directement aux cadhérines desmosomales. L’envoplakine (EVPL) et la périplakine (PPL), les 
deux  autres  membres  de  la  famille  des  plakines,  sont  également  capables  de  lier  les 
protéines de la famille armadillo. Elles sont présentes au niveau de la plaque desmosomale 
mais aussi à l’extérieur du desmosome sous la membrane plasmique où elles s’associent aux 




calcium,  assurant  la  jonction  intercellulaire  des  desmosomes.  Elles  sont  organisées  en  3 
domaines : un domaine extracellulaire NH2‐terminal  responsable des propriétés adhésives, 
un segment transmembranaire et un domaine intracellulaire s’associant aux protéines de la 
plaque.  Les  cadhérines  desmosomales  se  divisent  en  2  sous‐familles :  les  desmocollines 
(DSC)  et  les  desmogléines  (DSG).  Les  gènes  codant  les  cadhérines  desmosomales  sont 
organisés en cluster, et localisés sur le chromosome 18, aussi bien chez l’homme que chez la 











dans  tout  l’épiderme avec un  fort gradient vers  la couche basale, alors que DSC1 et DSG1 
sont  au  contraire  fortement  exprimées  dans  les  couches  suprabasales.  La  DSG4,  plus 









et DSG2  interagissent préférentiellement en hétérodimères, et  seule DSC2 est  capable de 
former des homodimères (Syed et al., 2002). Les auteurs proposent que DSC et DSG puissent 
s’associer  de  façon  hétérophile  entre  2  cellules  adjacentes  (en  trans)  et  formeraient  des 
homodimères  latéraux  (en cis). De plus, si  la  fonction de ces protéines transmembranaires 





(Chidgey  et  al.,  2001).  Toutefois,  la  morphologie  des  desmosomes  dans  les  couches 
suprabasales est normale en microscopie électronique, ce qui suggère que la perte de Dsc1, 




chez  des  patients  présentant  une  hypotrichose  transmise  sur  le  mode  récessif  (OMIM 





modifications  morphologiques  importantes  :  la  plaque  desmosomale  est  incorporée  à 










Le  cornéodesmosome  est  la  seule  structure  jonctionnelle  de  la  couche  cornée  alors  que 
plusieurs  systèmes  jonctionnels  co‐existent  dans  les  couches  vivantes  de  l’épiderme. Ceci 
suggère que cette structure est importante pour maintenir l’intégrité de la couche cornée. 
La  production  au  laboratoire  d’anticorps  monoclonaux  de  souris  immunisées  avec  des 
extraits de couche cornée a conduit à l’identification de la cornéodesmosine (CDSN) (Guerrin 
et al., 1998; Serre et al., 1991). Détectée dans la couche granuleuse où elle est sécrétée via 
les  corps  lamellaires,  la  CDSN  est  localisée  au  niveau  de  la  partie  extracellulaire  des 
desmosomes,  au  sein  desquels  elle  a  vraisemblablement  un  rôle  d’adhérence  homophile 
(Jonca  et  al.,  2002).  De  plus,  sa  protéolyse  progressive  au  sein  de  la  couche  cornée  est 
concomittante  à  la  desquamation  (cf :  Paragraphe  I.B.3.a).  La  CDSN  est  la  seule  protéine 
identifiée  à  ce  jour  comme  étant  spécifique  des  cornéodesmosomes.  Elle  joue  donc 
probablement un rôle essentiel au sein de cette structure  jonctionnelle. Un chapitre entier 





Comme  nous  l’avons  vu  précédemment,  les  composants  des  cornéodesmosomes  sont 
progressivement  protéolysés  au  cours  de  la  desquamation  (cf :  Paragraphe  I.B.3).  Des 
analyses  ultrastructurales  ont  montré  que  dans  la  couche  cornée  de  l’épiderme  non 
palmoplantaire,  cette  exfoliation  des  cornéocytes  se  réalise  en  deux  étapes.  En  effet,  un 
changement  de  la  fréquence  et  de  la  taille  des  cornéodesmosomes  est  observé  entre  la 
couche  cornée  profonde  et  la  couche  cornée  superficielle.  Une  analyse  quantitative  a 




al.,  1989).  De  plus,  les  cornéodesmosomes  sont  distribués  sur  toute  la  superficie  des 
cornéocytes  dans  le  stratum  compactum  alors  dans  le  stratum  disjunctum  ils  persistent 
uniquement  à  la  périphérie  des  cornéocytes. Ainsi,  les  cornéodesmosomes  dans  la  partie 
centrale des cornéocytes disparaissent en même temps que les cellules migrent vers le haut 












partie,  de  génodermatoses,  qui  sont  représentées  dans  la  Figure  22.  Ce  sont  des  formes 
d’ichtyoses et de kératodermies palmoplantaires ainsi que des formes d’hypotrichoses et de 




















Des mutations de  certains  gènes  impliqués dans  la différenciation  terminale  épidermique 
sont responsables d’un grand nombre de maladies monogéniques. Les génodermatoses avec 
trouble de  la cornification représentent une des variétés  les plus  importantes de ce groupe 





Le  terme  ichtyose est dérivé du grec « ichtys » qui  signifie poisson, et qualifie  ce  type de 
pathologies  cutanées  en  raison  d’une  peau  extrêmement  sèche  avec  accumulation  de 
squames  sur  l’ensemble  du  corps  dont  l’aspect  évoque  les  écailles  des  poissons.  Cette 
apparence  « écailleuse »  est  le  signe  d’un  épaississement  de  la  couche  cornée  ou 
hyperkératose, qui résulte d’une prolifération excessive des kératinocytes et/ou d’un défaut 
de  la  desquamation.  Ce  trouble  de  l’équilibre  entre  prolifération  et  différenciation  de 
l’épiderme conduit à une altération plus ou moins  importante de  la barrière  cutanée.  Les 
ichtyoses  constituent  un  groupe  de  pathologies  hétérogènes,  d’étiologie  et  de  profils 
cliniques variés. Elles peuvent apparaitre dès la naissance ou plus tardivement, on parle alors 
d’ichtyose  congénitale  ou  non‐congénitale  respectivement.  Sur  un  plan  clinique,  deux 
groupes  principaux  ont  été  établis :  les  formes  non‐syndromiques  pour  lesquelles 
l’expression phénotypique de  la maladie n’est visible qu’au niveau de  l’épiderme  (Tableau 
2),  et  les  formes  syndromiques  dans  lesquelles  les  troubles  cutanés  sont  associés  à  des 
troubles dans d’autres organes  (Tableau 3). L’incidence de ces différents  types d’ichtyoses 




c’est  le  cas dans  les  ichtyoses  syndromiques. Par exemple,  les patients atteints d’ichtyose 
vulgaire ne présentent qu’un phénotype cutané modéré (peau sèche, trouble de la barrière 
épidermique) alors que l’ichtyose arlequin, qui est la manifestation cutanée la plus grave de 
toutes  les  ichtyoses  congénitales,  est  généralement  létale.  L’identification  croissante  des 
gènes  responsables de  ces maladies a permis d’établir un  classement des  ichtyoses  sur  la 
base moléculaire  et  les  aspects  physiopathologiques  (Tableaux  2  et  3)  (Oji  et  al.,  2010b). 
Mais il existe des ichtyoses de substratum génique encore inconnu. En effet, si l’on rentre le 
terme « ichthyosis » dans la base de données OMIM, on obtient plus de 150 résultats. Parmi 
les  ichtyoses dont  les causes moléculaires ne  sont pas encore  identifiées, on  retrouve des 
ichtyoses rares voire des cas isolés, dont les signes cliniques ne permettent pas de les classer 
parmi  les autres  ichtyoses, et pour  lesquelles  les études de  liaison génétique ne  sont pas 
toujours  réalisées.  Dans  ces  cas  rares,  on  retrouve  l’ichtyose  lamellaire  autosomale 
dominante,  ou  encore  l’ichtyose  lamellaire  de  type  5. On  peut  également  citer  l’ichtyose 






été  décrits  (Ugras  et  al.,  2006).  L’identification  des  gènes  causals  de  ces  ichtyoses  non‐
syndromiques  ou  syndromiques  permettra  de  compléter  dans  les  années  à  venir  la  liste 
présentée dans les Tableaux 2 et 3. 
Un  autre  groupe de pathologies de  la  cornification est  caractérisé par une hyperkératose 
non pas  généralisée mais  localisée  au niveau de  la paume des mains  et de  la plante des 
pieds.  Il  s’agit  des  kératodermies  palmoplantaires  (KPP)  (Tableau  4).  La  localisation 
spécifique de l’hyperkératose dans les régions palmoplantaires permet de les distinguer des 
ichtyoses.  Les  KPP  représentent  un  groupe  de  maladies  hétérogènes.  Tout  comme  les 
ichtyoses, elles peuvent être  isolées ou associées à d’autres caractéristiques cliniques avec 
une  atteinte  d’autres  organes  que  la  peau.  Les  atteintes  extra‐cutanées  les  plus 
fréquemment rencontrées sont une cardiomyopathie, une surdité, une neuropathie et une 
anomalie des cheveux et des ongles. Les KPP ont été divisées en 3 groupes, en fonction des 
caractéristiques cliniques du phénotype cutané :  les KPP diffuses, pour  lesquelles  la surface 
palmoplantaire  est  atteinte  de  manière  uniforme ;  les  KPP  focales,  pour  lesquelles 
l’hyperkératose  est  localisée  dans  certaines  zones  palmoplantaires,  la  plupart  du  temps 
correspondant à des  zones de pression ou de contact ;  les KPP ponctuées, qui présentent 
une hyperkératose punctiforme. Les gènes responsables des KPP sont majoritairement ceux 
























rare,  un  trouble  de  la  fonction  barrière  de  l’épiderme  est  un  dysfonctionnement 





différences  considérables  d’une  région  géographique  à  l’autre  et  d’un  groupe  ethnique  à 
l’autre (variant de 0,2% à 4,8%) (Gudjonsson and Elder, 2007; Schon and Boehncke, 2005).  
Sur  un  plan  épidémiologique,  le  psoriasis  est  retrouvé  avec  la même  fréquence  chez  les 
hommes et chez  les  femmes. La maladie peut se déclarer précocement ou tardivement en 
fonction des patients. Cependant, il a été décrit que le fait d’exprimer certains antigènes HLA 
de  classe  1,  et  plus  particulièrement  HLA‐Cw6,  est  associé  à  un  âge  d’apparition  de  la 
maladie plus précoce et à une forte composante familiale (Henseler and Christophers, 1985). 
Le tableau clinique est marqué par  la présence de papules érythémateuses bien délimitées 
et  de  plaques  recouvertes  le  plus  souvent  de  squames  blanchâtres  caractéristiques.  Les 






Le  psoriasis  est  une  maladie  multifactorielle  et  multigénique  complexe.  Au‐delà  de  la 




Au  cours  de  nombreuses  études  de  liaison  génétique,  plusieurs  loci  de  susceptibilité  au 




données  OMIM.  Le  locus  PSORS1,  situé  en  6p21,  contribuerait  en  majeure  partie  à  la 
physiopathologie de cette maladie. Ce  locus, contenant  les gènes HLA‐C et CDSN est décrit 
de  façon plus détaillée dans  le  chapitre  sur  la CDSN  (cf paragraphe  IE4b). Un autre  locus, 
PSORS4, a été particulièrement étudié. En effet,  il se situe en position 1q21, dans  l’EDC qui 
comporte  un  grand  nombre  de  gènes  spécifiquement  exprimés  par  le  kératinocyte 
granuleux.  Ainsi,  une  étude  récente  a  permis  d’associer  plusieurs  gènes  de  l’EDC  à  la 
susceptibilité  au  psoriasis  dans  une  population  finlandaise  (Kainu  et  al.,  2009).  De  façon 
intéressante, d’autres gènes de l’EDC situés en dehors du locus PSORS4 ont été associés à la 
maladie.  Il  s’agit des gènes  codant pour  les protéines  constituants de  l’enveloppe  cornée, 
LCE3B et LCE3C, dont la délétion a été associée au psoriasis (de Cid et al., 2009; Zhang et al., 
2009).  
Cependant,  malgré  de  nombreuses  études  génétiques  du  psoriasis,  les  mécanismes 
physiopathologiques mis en jeu ne sont pas clairement élucidés. Le versant immunologique  
de  la maladie,  qui  ne  sera  pas  détaillé  ici,  est  de  loin  le  plus  documenté,  et  a  permis  le 
développement de nouvelles thérapies telles que les anti‐TNF. L’autre versant de la maladie, 
associé  à  la  différenciation  kératinocytaire,  est moins  étudié.  L’implication  potentielle  du 
gène CDSN dans la physiopathologie du psoriasis est discutée depuis quelques années. Celle‐
ci sera abordée plus en détail dans le paragraphe I.E.4.b). Toutefois, l’association récente du 





trente dernières années. C’est  la dermatose  la plus fréquemment rencontrée chez  l’enfant. 
De l’ordre de 12 à 15 % en France, elle peut apparaître dès les premiers mois de la vie. Elle 
atteint  20 %  des  enfants  de moins  de  7  ans  et  se  situe  encore  autour  de  18 %  chez  les 
enfants de 7 à 16 ans. Il s’agit  donc d’un problème émergent de santé publique. 
La  dermatite  atopique  est  une  maladie  complexe  associant  de  nombreux  facteurs  en 
particulier  génétiques,  immunologiques  et  environnementaux.  Cette  pathologie  évolue 
parfois  vers  l’apparition  d’asthme  ou  de  rhinite  allergique,  on  parle  alors  de  marche 





caractérise  par  un  épiderme  hyperplasique  et  hyperkératosique  associé  à  une  spongiose 
ainsi  qu’à  un  infiltrat  dermique  de  cellules  immunitaires  (lymphocytes, macrophages).  La 
dermatite  atopique  a  été  longtemps  considérée  comme  une  pathologie  allergique  ou 
inflammatoire, mais la découverte de mutations de la filaggrine comme étant un facteur de 
prédisposition à  la pathologie a remis en cause cette hypothèse (Palmer et al., 2006; Smith 
et al., 2006). Aujourd’hui  il est plus  largement considéré que  l’anomalie de  la  fonction de 




al.,  2006;  Smith  et  al.,  2006).  D’autres  gènes  sont  donc  possiblement  impliqués  dans 
l’apparition de  la dermatite atopique, comme par exemple des gènes ayant une homologie 









murins  inactivés  pour  les  gènes  impliqués  tardivement  au  cours  de  la  différenciation 
épidermique (Tableau 5) sont des outils très précieux dans  la compréhension d’un défaut à 
l’origine d’un trouble de  la barrière cutanée ainsi que des mécanismes compensatoires qui 
peuvent être mis en place ex utero. C’est  le cas par exemple des souris  invalidées pour  la 
loricrine (Koch et al., 2000) qui présentent un phénotype cutané normal avec des anomalies 
minimes  de  l’enveloppe  cornée,  suggérant  une  possible  redondance  dans  la  fonction  des 
protéines  de  l’enveloppe  cornée  chez  la  souris. Dans  la majorité  des modèles murins,  le 
dysfonctionnement  de  la  barrière  épidermique  est  accompagné  d’anomalies  majeures, 








être  décryptée.  Les  modèles  murins  ont  également  permis  de  mettre  en  évidence 




Ainsi,  les  gènes  jouant  un  rôle  dans  la  mise  en  place  et  le  maintien  de  la  barrière 
épidermique sont de nature très diverse. Ils incluent des gènes codant pour des protéases et 
inhibiteurs de protéases, des protéines de jonctions, des protéines structurales, des enzymes 























Dans  les  années  90,  dans  le  but  d’identifier  de  nouveaux  marqueurs  tardifs  de  la 
différenciation épidermique, le groupe de Guy Serre a mis en place la production d’anticorps 
monoclonaux  dirigés  contre  de  la  couche  cornée  plantaire  humaine.  Ceci  a  conduit  à 






D)  L’analyse  en  immunomicroscopie  électronique  révèle  la  présence  de  CDSN  dans  les  corps 
lamellaires et la partie extracellulaire des desmosomes (flèche) des kératinocytes granuleux (B) ainsi 
que dans le cœur des cornéodesmosomes de la couche cornée (C). La CDSN est également retrouvée 
liée  aux  enveloppes  cornées  (D).  L’analyse  par  immunofluorescence  indirecte  sur  des  coupes 
longitudinale (E) et transversale (F) de follicules pileux humains, montre que l’expression de la CDSN 
est  restreinte aux  trois compartiments de  la gaine épithéliale  interne :  les gaines de Henle  (He) et 
Huxley (Hu) et la cuticule (cut), et à la medulla (med). Barres d’échelle : 50 µm (A), 200 nm (B, C), 100 





Les  premières  études  immunohistologiques  ont montré  que  la  CDSN  est  principalement 
exprimée dans  les épithéliums  cornifiés  (i.e.  l’épiderme et  l’épithélium du palais dur  chez 
l’homme), et absente des épithéliums non cornifiés tels que le vagin, l’utérus ou l’œsophage 
(Serre  et  al.,  1991).  Plus  tard,  des  expériences  de  RT‐PCR  sur  un  panel  d’ADNc  de  tissus 
humains a permis de mettre en évidence une expression du gène CDSN dans le placenta et le 
thymus, en plus de son expression dans l’épiderme. Au niveau du thymus, la CDSN a en fait 
été  retrouvée  dans  les  corps  de  Hassal,  qui  contiennent  des  cellules  épithéliales  très 






Des  marquages  immunohistologiques,  réalisés  avec  les  anticorps  monoclonaux 






couche  granuleuse,  pour  finalement  disparaitre  progressivement  dans  la  couche  cornée. 
Dans  le  cas  de  l’épiderme  palmoplantaire  et  du  palais  dur,  la  CDSN  persiste  jusqu’aux 
cornéocytes  desquamants,  et  présente  une  distribution  granulaire  discontinue,  à  la 
périphérie des cornéocytes. De la même façon, la CDSN produit un marquage punctiforme à 
la  surface  de  cornéocytes  isolés  à  partir  d’un  frottis  de  palais  dur  ou  de  couche  cornée 
plantaire  (Mils  et  al.,  1992;  Serre  et  al.,  1991).  Des  analyses  d’immunomicroscopie 
électronique  ont  permis  de  révéler  la  localisation  ultrastructurale  de  la  CDSN :  elle  est 
présente dans  les corps  lamellaires dès  leur apparition dans  le haut de  la couche épineuse, 
puis  dans  l’espace  extracellulaire  où  elle  se  localise  au  niveau  des  desmosomes  des 
kératinocytes granuleux, et est finalement retrouvée dans  le cœur des cornéodesmosomes 
















gène  S,  localisé  en  6p21  sur  le  génome  humain  (Simon  et  al.,  1997).  Ce  gène  avait  été 
précédemment  identifié  au  cours  de  l’analyse  d’îlots  cCpG  dans  la  région  du  complexe 
majeur d’histocompatibilité de classe  I, mais sa fonction était toujours  inconnue (Zhou and 
Chaplin, 1993). 










gène.  Ils  ont  permis  de  définir  6  haplotypes  fréquemment  retrouvés  dans  la  population 













comprendre  les  bases moléculaires  de  cette  expression  tissu‐spécifique,  le  promoteur  du 
gène  CDSN  humain  a  été  caractérisé  à  l’aide  de  souris  transgéniques.  Le  transgène 
correspondait à un fragment de 4,2 kb situé en amont du codon d’initiation de la traduction 
de  la  CDSN,  en  fusion  avec  le  gène  LacZ  codant  pour  la  β‐galactosidase.  L’expression  du 
transgène a été détectée pas histo‐enzymologie au niveau de régions particulières de la GEI 
du  follicule pileux et au niveau de  la medulla, ce qui correspond à  l’expression de  la CDSN 




par des  traitements  topiques avec des agents pharmacologiques  (acide  transrétinoïque ou 
acétate de phorbol) soit au cours de la cicatrisation après blessure cutanée, a conduit à une 
très  forte  expression  du  gène  rapporteur  dans  les  kératinocytes  granuleux  et  dans  les 
cornéocytes  parakératosiques.  Ces  données  montrent  que  le  fragment  de  4,2  kb  du 
promoteur  n’est  pas  suffisant  pour  diriger  l’expression  du  gène  CDSN  dans  l’épiderme 
























La  CDSN  humaine  est  une  protéine  longue  de  529  acides  aminés.  Son  contenu 
particulièrement riche en résidus sérine, glycine et proline est une de ses particularités. En 
accord  avec  sa  localisation  dans  les  corps  lamellaires  et  dans  l’espace  extracellulaire,  sa 
séquence  d’ADNc  prédit  un  peptide  signal  à  son  extrémité  NH2‐terminale  (Figure  24). 




8,33  pour  la  forme  dépourvue  du  peptide  signal.  Des  expériences  d’électrophorèse 
bidimensionnelle avaient déjà montré que la CDSN est une protéine basique avec un pI aux 
alentours de 8,4 (Simon et al., 1997). 
En  analysant  la  séquence  primaire  en  acides  aminés  de  la  CDSN,  on  trouve,  en  plus  du 
peptide signal, de nombreux sites potentiels de phosphorylation, ainsi qu’un site potentiel 
de  N‐glycosylation  (NGS)  sur  l’asparagine  172.  La  présence  de  ces  modifications  post‐













Comme énoncé précédemment, une des caractéristiques  remarquable de  la CDSN est  son 
contenu  important  en  résidus  serine  et  glycine  (27,5%  et  16%  respectivement), 





stabilisé par des ponts disulfures.  Les protéines présentant de  telles  structures pourraient 
alors  s’associer  entre  elles  par  des  interactions  faibles  et  se  dissocier  à  la manière  d’un 
Velcro  (Steinert  et  al.,  1991).  Ces  boucles  glycine  semblent  avoir  un  rôle  essentiel  dans 





adhésive  ont  été  testées  par  différents  moyens.  Des  lignées  de  fibroblastes  murins 
exprimant  la  CDSN  humaine  artificiellement  ancrée  à  leur  surface  par  fusion  avec  les 
domaines transmembranaires et cytoplasmiques de l’E‐cadhérine (E‐cad) ont été établies et 
utilisées dans des  tests d’agrégation. Dans  le même  temps, des  formes  recombinantes de 
CDSN  entières  et  tronquées  ont  été  utilisées  in  vitro  dans  des  tests  d’interaction 
protéine/protéine sur membrane. L’ensemble de ces expériences a permis d’établir que  la 
CDSN  a  des  capacités  d’adhérence  homophile,  et  que  le  domaine  boucles  glycine  NH2‐




confirmées  et  complétées  par  des  travaux  ultérieurs.  En  effet,  d’autres  tests  in  vitro 
d’interaction protéine/protéine sur membrane ont permis de montrer que seul  le domaine 
boucles  glycine  NH2‐terminal,  et  pas  le  domaine  COOH‐terminal,  semble  nécessaire  et 


















La  CDSN  extraite  à  partir  des  couches  vivantes  de  l’épiderme  apparaît  avec  une masse 






de  la  couche  cornée. Afin de  caractériser plus  finement  cette protéolyse  séquentielle, un 
ensemble de sérums anti‐peptides (sérums A, B, C et D) et d’anticorps monoclonaux (G36‐19 
et F28‐27), dirigés contre des régions différentes de la CDSN, ont été utilisés (Figure 26). Des 






En  haut,  représentation  schématique  de  la  CDSN  avec  ses  boucles  glycine.  Les  carrés  violets 
représentent  les épitopes  reconnus par  les anticorps monoclonaux G36‐19 et F28‐27 et  les  carrés 
orange  les  régions  reconnues par  les antisérums A, B, C et D. En bas, à gauche est schématisée  la 
structure  de  l’épiderme  avec  la  CDSN  représentée  en  bleu.  Au  centre,  expériences 






La  forme de 52‐56 kDa, extractible en  tampon de  faible  force  ionique, correspondrait à  la 
forme présente dans les corps lamellaires des kératinocytes granuleux alors que la forme de 
46‐48 kDa extraite en présence de fortes concentrations d’urée (≥ 6 M) correspondrait à une 





terminales  de  la  forme  de  52‐56  kDa,  donnant  naissance  au  fragment  de  46‐48  kDa.  Les 
domaines  boucles  glycine  précédemment  décrits  sont  toujours  présents  dans  ce  premier 
fragment  de  protéolyse.  Plus  tardivement,  à  la  transition  stratum  compactum/stratum 
disjunctum,  le domaine boucles glycine  situé en position NH2‐terminale est  clivé, donnant 
naissance  à  un  nouveau  fragment  de  40‐43  kDa  puis  de  33‐36  kDa.  L’apparition  de  ces 
fragments est en corrélation avec la diminution brutale de la cohésion de la couche cornée à 
ce  niveau.  Finalement,  un  dernier  fragment  de  CDSN  d’environ  15  kDa,  correspondant 
principalement  à  la partie  centrale de  la protéine dépourvue du domaine boucles  glycine 





processus de desquamation de  la couche cornée (cf : Paragraphe  I.B.3.b) et  la CDSN a été 







la  vache,  le  chien,  le  porc,  la  souris  et  le  rat 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unigene?term=corneodesmosin).  Un  alignement  des 
séquences protéiques de la CDSN de certains de ces mammifères a mis en évidence un fort 
pourcentage d’identité des séquences primaires, allant de 70% à 85%. Le peptide signal est 
retrouvé  chez  tous  les mammifères précédemment  cités  alors que  le  site potentiel de N‐
glycosylation  est  absent  chez  le  chien  et  le  porc. Des  expériences  avaient montré  que  la 
présence  de  résidus  sucrés  sur  la  CDSN  humaine  n’empêchent  pas  sa  protéolyse  dans  la 
couche cornée (Simon et al., 2001b). Ces observations laissent donc penser que le site de N‐
glycosylation  n’est  pas  indispensable  à  la  fonction  physiologique  de  la  protéine. On  peut 




espèces  avec  cependant  des  longueurs  variables  (Figure  27).  De  plus,  des  études 
d’expression de  la CDSN chez plusieurs mammifères  (porc,  rat, souris), ont montré que sa 
localisation  tissulaire  et  cellulaire  ainsi  que  sa maturation  par  protéolyse  sont  également 
conservées  (Montezin  et  al.,  1997).  Finalement,  la  mise  en  évidence  des  propriétés 
adhésives de  la CDSN, de sa  liaison covalente à  l’enveloppe cornée, ainsi que  le fait que sa 
protéolyse  dans  l’épiderme  soit  un  pré‐requis  à  la  desquamation,  suggèrent  qu’elle  est 
primordiale  pour  la  fonction  du  cornéodesmosome.  Ceci  renforce  l’idée  d’un  rôle 




cornée, et possède des propriétés adhésives que  lui  confèreraient  ses boucles glycine. En 
plus  de  ses  propriétés  d’adhérence  homophile,  la  CDSN  pourrait  interagir  avec  d’autres 
partenaires.  Une  interaction  directe  avec  d’autres  protéines  épidermiques  à  domaines 
boucles glycine,  telles que  les kératines K1/K10 ou  la  loricrine, semble exclue étant donné 
leur  localisation  subcellulaire  différente  (intracellulaire  pour  K1/K10  et  loricrine, 
extracellulaire  pour  la  CDSN),  et  aucun  partenaire  extracellulaire  pour  la  CDSN  n’a  été 
identifié à ce jour. 
La  CDSN  a  également  été  proposée  comme  acteur  de  la  morphogénèse  des 
cornéodesmosomes. Les fragments de protéolyse de 46‐48 kDa seraient incorporés au cœur 




















Finalement,  la  protéolyse  progressive  de  la  CDSN  au  sein  de  la  couche  cornée  et  la 
simultanéité observée  entre  sa dégradation  et  la desquamation  suggèrent  fortement que 
cette  protéine  joue  un  rôle  clé  dans  ce  processus  physiologique.  Elle  pourrait  réguler  la 
desquamation par différents mécanismes. En effet, les propriétés adhésives intrinsèques de 
la CDSN pourraient être abolies lors de sa protéolyse conduisant à la rupture progressive des 
liens  d’adhérence  protéique  inter‐cornéocytaires.  Par  sa  localisation  au  cœur  des 
cornéodesmosomes,  la  CDSN  pourrait  également  protéger  les  cadhérines  desmosomales 





De  nombreuses maladies  de  la  peau  se  caractérisent  par  des  écailles  souvent  liées  à  un 
épaississement de la couche cornée. L’hyperkératose peut être due à une augmentation de 
la  prolifération  cellulaire,  une  desquamation  défaillante  ou  une  combinaison  des  deux. 
L’hyperkératose  est  invariablement  associée  à  une  persistance  des  cornéodesmosomes 
périphériques  et  centraux  (cf :  Paragraphe  I.C.5.c)  dans  le haut  de  la  couche  cornée,  une 
caractéristique  rappelant  l’épiderme  palmo‐plantaire.  Cette  persistance  des 




électronique  ont  montré  un  marquage  accru  de  la  CDSN  dans  toutes  les  lésions 
hyperkératosiques  analysées,  incluant  des  maladies  inflammatoires  comme  le  psoriasis 
(Allen et al., 2001; Haftek et al., 1997). Le gène CDSN a  très  récemment été mis en cause 
dans  une  forme  d’ichtyose,  le  « peeling  skin  syndrome »  de  type  B  (Oji  et  al.,  2010a). 
Cependant,  cette  pathologie  résulte  d’une  mutation  homozygote  conduisant  à  la  perte 
d’expression  de  la  protéine. Dans  le  cas  des  hyperkératoses,  couramment  associées  à  un 







La  CDSN  a  un  intérêt  tout  particulier  par  rapport  au  psoriasis.  En  effet,  comme 
précédemment indiqué, le gène CDSN se situe sur le chromosome 6, dans le locus majeur de 
susceptibilité  à  la  maladie  qu’est  PSORS1.  Le  gène  CDSN  est  hautement  polymorphe, 
puisqu’il présente dans sa partie codante, plus d’un polymorphisme nucléotidique sur une 





déséquilibre  de  liaison  dans  cette  région. Une  étude  récente  a montré  que  seulement  2 
gènes  compris  dans  PSORS1,  HLA‐C  et  CDSN,  présentent  une  combinaison  de  SNPs  non 
silencieux, toujours associés au psoriasis et jamais retrouvés chez des sujets sains (Nair et al., 
2006). Malgré  l’analyse  d’haplotypes  ancestraux,  cette  dernière  étude  ainsi  que  d’autres 
















desmosomes  ne  sont  pas  totalement  transformés  en  cornéodesmosomes  à  la  transition 
couche granuleuse/couche cornée mais restent plutôt dans un état intermédiaire (Vicanova 
et al., 1996). De plus,  comme dans  tous  les états hyperkératosiques,  la quantité de CDSN 
dans la couche cornée est augmentée. Toutefois, la sécrétion prématurée de la CDSN dans le 
haut de la couche épineuse est une caractéristique spécifique du psoriasis en comparaison à 
d’autres  maladies  hyperprolifératives  (Allen  et  al.,  2001).  Finalement,  la  persistance  de 
formes  entières  de  CDSN  et  d’autres  composants  cornéodesmosomaux  dans  la  couche 
cornée de lésions psoriasiques a été décrite (Simon et al., 2008).  
Les  SNPs  de  CDSN  associés  au  psoriasis  pourraient  avoir  un  impact  sur  la  fonction  des 
protéines correspondantes. A ce  jour,  la seule étude qui a montré  le rôle  fonctionnel d’un 
SNP concerne SNP*971T, qui est  intragénique et  silencieux. Ce SNP, présent dans 3 des 6 
haplotypes les plus fréquents, et associé à la maladie dans différents groupes ethniques, est 
responsable  d’une  plus  grande  stabilité  de  l’ARN  messager  (Caponi  et  al.,  2004).  Ces 
résultats  sont  en  accord  avec  la  surexpression  de  CDSN  retrouvée  dans  les  lésions 
psoriasiques (Allen et al., 2001; Haftek et al., 1997), mais concernent un SNP silencieux qui 
n’a de conséquence qu’au niveau du messager et pas au niveau de  la séquence protéique, 
contrairement  aux  autres  haplotypes  CDSN  associés  au  psoriasis.  L’allèle  CDSN*TTC 
(SNP*619T,  SNP*1236T,  SNP*1243C),  associé  avec  la maladie  dans  de  nombreux  groupes 
ethniques, a été décrit comme la combinaison minimale de SNPs non silencieux, unique aux 














2003)  (Figure  29).  Ces mutations  induisent  la  production  de  formes  tronquées  de  CDSN, 
correspondant  globalement  au  domaine  NH2‐terminal  de  la  protéine  comprenant  le 
domaine boucles glycine. Ces formes tronquées sont retrouvées sous forme d’agrégats dans 





A gauche, photo d’un patient de 11,5 ans de  la  famille  israélienne, atteint d’HSS et présentant des 
cheveux très clairsemés. A droite, séquence protéique de la CDSN avec le peptide signal en violet, la 
région NH2‐terminale riche en glycine et sérine en orange et  les trois mutations non‐sens décrites à 
ce  jour conduisant à  l’HSS sont représentées en rouge. D’après  (Caubet et al., 2010; Davalos et al., 
2005; Levy‐Nissenbaum et al., 2003). 
 
Etant  données  les  manifestations  histologiques  similaires  décrites  dans  les  amyloses 
cutanées primaires, des travaux ont été entrepris afin de déterminer si l’HSS était une forme 
d’amyloïdose.  Sur des  coupes de peau de patients, des  agrégats de CDSN mutée  se  sont 








analyse par  spectroscopie  infrarouge à  transformée de Fourier. De plus,  seules  les  formes 
annulaires de CDSN mutée mais pas les formes fibrillaires, se sont avérées toxiques pour des 








Le  syndrome  de  la  peau  qui  pèle  ou  « peeling  skin  syndrome »  est  une  ichtyose  rare, 






du  gène  CDSN  comme  étant  responsable  du  « peeling  skin  syndrome »  de  type  B  ou 
« peeling skin disease » (PSD, OMIM 609796) (Oji et al., 2010a). Quatre individus issus d’une 
famille  consanguine  allemande,  originaire  de  Roumanie,  ont  été  étudiés.  Ces  patients 
présentent  une  ichtyose  érythrodermique  avec  la  peau  qui  pèle  sur  l’ensemble  du  corps 
depuis  leurs  premiers  jours  de  vie  (Figure  30A).  Ce  phénotype  est  aggravé  au  cours  des 
périodes chaudes et sèches, comme l’été. Le phénotype épidermique est également associé 
à  un  prurit  et  à  une  atopie,  avec  un  taux  élevé  d’IgE  sériques.  Les  patients  présentent 
également  des  allergies  alimentaires  (noix,  poisson),  ainsi  qu’une  prédisposition  aux 




la  couche  cornée,  spécifiquement  à  l’interface  entre  la  couche  granuleuse  et  la  couche 
cornée  (Figure  30B).  De  telles  anomalies  histologiques  avaient  déjà  été  décrites  chez 
d’autres patients PSD, et un clivage des cornéodesmosomes laissant la plaque desmosomale 
attachée au kératinocyte sous‐jacent avait été observé au niveau ultrastructural (Mevorah et 












de  patient  PSD.  La  coloration  à  l’hématoxyline/éosine  (à  gauche)  et  l’observation  en microscopie 
électronique à transmission (à droite) de coupe de peau de patient PSD montrent un décollement de 
la couche cornée, spécifiquement à l’interface couche granuleuse/couche cornée. Barre d’échelle : 5 
µm.  (C)  Identification  de  la  mutation  non‐sens  présente  dans  l’exon  2  du  gène  CDSN  et 
positionnement  de  cette mutation  sur  la  structure  protéique  schématisée.  (D)  Immunoempreinte 













gène  chez  les  4  patients  a  révélé  la  présence  d’une mutation  homozygote  de  CDSN,  en 
position 175 (A>T) entrainant  l’apparition d’un codon STOP, et donc  l’arrêt de  la traduction 





D’autres  expériences  par  immunofluorescence  indirecte  ont  montré  que  les  cadhérines 
desmosomales  DSG1  et  DSC1  ainsi  que  l’inhibiteur  de  protéases  LEKTI  semblent  être 
exprimés  sur  plus  d’assises  cellulaires  dans  l’épiderme  des  patients  PSD  par  rapport  à 
l’épiderme  sain. D’autres marqueurs  tardifs  de  la  différenciation  épidermique  présentent 
également  un  marquage  plus  important  dans  des  expériences  d’immunohistochimie, 




Les auteurs ont  finalement  réalisé des épidermes  reconstruits à partir de kératinocytes de 
patient PSD ou d’individu sain. Comparé aux épidermes  reconstruits contrôles,  les niveaux 
d’expression de  la KLK5 et de  la FLG sont plus élevés dans  les épidermes reconstruits PSD. 





Au  laboratoire,  afin  de  localiser  le  gène  Cdsn murin,  la  séquence  de  l’ADNc  de  la  CDSN 
humaine a été analysée avec  la base de données Blast, et a permis de situer  le gène Cdsn 
murin dans une région dénommée à l’époque, BAC AF111103. Une étude en « dot‐plot » de 
20  kb  de  cette  séquence,  avec  celle  correspondante  chez  l’homme  (dénommée  BAC 
AB023060),  a  révélé  la  présence  de  séquences  hautement  conservées,  2  d’entre  elles 




D’autres  régions  très  conservées,  dans  l’intron  du  gène  ainsi  que  dans  les  régions  non 
codantes,  ont  permis  de  définir  la  région  promotrice  d’intérêt  qui  a  été  utilisée  dans  les 
souris transgéniques précédemment mentionnées (Gallinaro et al., 2004). 
L’annotation complète du génome de la souris en 2003 a permis de confirmer la localisation 










La  Cdsn murine  est  plus  grande  que  la  protéine  humaine,  puisqu’elle  compte  561  acides 
aminés  contre  529  chez  l’homme.  Les  2  protéines  sont  très  homologues.  En  effet,  leurs 
séquences primaires en acides aminés présentent 70% d’identité et 77% d’homologie. 
La Cdsn murine  comporte elle aussi un peptide  signal, et des  régions  riches en glycine et 
sérine  susceptibles  de  former  les  boucles  glycine  précédemment  décrites.  En  effet,  le 
domaine NH2‐terminal de  la Cdsn murine  satisfait  tous  les  critères  décrits  par  P.  Steinert 
pour  la  formation  des  boucles  glycine  (Steinert  et  al.,  1991). On  retrouve  les  séquences 
riches en glycine et sérine qui pourraient s’organiser en boucles souples,  les acides aminés 
aromatiques (F, Y et W) et aliphatiques (G, A, V, L, I et P) qui pourraient former les pieds de 
boucle  et  au moins  deux  régions  contigües  avec  un  acide  aminé  aromatique  en  pied  de 
boucle (Figure 31). Ce domaine NH2‐terminal est plus long chez la souris que chez l’homme. 














Les  épitopes  des  anticorps monoclonaux G36‐19  et  F28‐27  sont  conservés  chez  la  souris 
(Figure 32). Des expériences d’immunohistochimie et d’immunoempreinte ont donc pu être 
réalisées pour analyser l’expression de la Cdsn chez la souris. Comme chez l’homme, la Cdsn 
murine est exprimée dans  les  kératinocytes  granuleux et  la  couche  cornée de  l’épiderme 
ainsi que dans la GEI et la medulla du follicule pileux (Gallinaro et al., 2004; Montezin et al., 
1997). Des  expériences d’immunoempreintes ont  également  suggéré que  la Cdsn  subirait 
une maturation par protéolyse comme son homologue humain  (Montezin et al., 1997). De 
plus,  au  cours  de  la  cicatrisation  cutanée  chez  la  souris,  la  Cdsn  est  surexprimée  par  les 
kératinocytes hyperprolifératifs situés en bordure de plaie ainsi que dans les follicules pileux 



















ORESTES  (« Open  Reading  Frame »  ORF‐EST).  Cette  méthode,  basée  sur  l’utilisation 
d’amorces  choisies  arbitrairement  et  de  réactions  de  PCR  à  faible  stringence,  permet 
d’amplifier  préférentiellement  les  régions  centrales  c’est‐à‐dire  les  régions  codantes  des 
ARN messagers  (ou ORF).  22000  clones  ont  été  séquencés,  correspondant  à  3387  gènes 
exprimés par  le kératinocyte granuleux, et donc potentiellement  impliqués dans  les étapes 
tardives de la différenciation épidermique (Toulza et al., 2007). Malgré la faible redondance 
des mini‐banques  produites,  quelques  gènes  codant  pour  des  composants majeurs  de  la 
couche cornée étaient fortement représentés, tels que FLG ou KRT1. De façon surprenante, 
un des gènes  les plus  représentés était un gène de  fonction  inconnue,  le gène Dermokine 
(DMKN). Ce gène a été découvert simultanément par deux autres équipes ayant utilisé deux 
techniques différentes.  La  première  équipe  a  réalisé  un  criblage  par  hybridation  in  situ  à 







orientés  de  la même  façon  et  codant  pour  des  protéines  décrites  dans  les  épithéliums 
stratifiés: suprabasine (SBSN) (Park et al., 2002) et « keratinocyte‐differentiation‐associated 
protein »  (KRTDAP)  (Tsuchida  et  al.,  2004).  Cette  région  du  chromosome  19  humain  est 
synténique du chromosome 7 chez la souris.  




















nommée DMKNε  (Naso et  al., 2007). Ces  trois études  complétées d’une dernière  analyse 
exhaustive des ORESTEs produits au  laboratoire nous a permis de définir  l’organisation du 
gène DMKN (Figure 34). 
Le  gène  DMKN  se  compose  de  25  exons.  Son  expression  conduit  aux  cinq  groupes  de 
messagers  précédemment  cités,  selon  le  site  d’initiation  et  le  site  de  terminaison  de  la 
transcription mis en jeu. En effet, DMKN présente trois sites d’initiation de  la transcription, 
sur les exons 1, 6 et 18, ainsi que deux sites de terminaison de la transcription sur les exons 


































se terminent comme  les transcrits α et β, par  l’exon 25. Dix messagers δ ont été  identifiés 
dans l’épiderme humain, résultant de l’épissage alternatif des exons 8, 9, 11, 12, 20 et 24. 
(5) Les autres transcrits 
La dernière étude  réalisée par  l’équipe de Naso a décrit une nouvelle  famille de  transcrits 
dénommée ε (Naso et al., 2007). Ces messagers débutent par l’exon 6, comme les transcrits 
δ mais se terminent par  l’exon 15, comme  les transcrits γ. Trois variants ont été décrits en 
fonction de  l’épissage alternatif des exons 8 à 10 ainsi que de  la rétention de  l’intron situé 
entre  les exons 6 et 7. N’ayant pas  identifié ces messagers dans notre banque d’ORESTEs, 
nous  avons  cherché  à  les  cloner  à  partir  d’ADNc  d’épiderme  humain.  Malgré  plusieurs 
tentatives, nous n’avons pas réussi à les mettre en évidence.  
L’analyse  exhaustive  de  notre  banque  d’ORESTEs  a  révélé  l’existence  de  deux  autres 
transcrits, qui pourraient  former une  sixième  famille de messagers. Ceux‐ci présentent  le 
même  site d’initiation de  la  transcription que  les  transcrits  δ mais  la  rétention de  l’intron 










Une  recherche  dans  la  base  de  données  d’ESTs  humains GeneBank  avec  la  séquence  de 
l’exon  6  spécifique des  transcrits  δ  a donné près de  70  résultats,  la moitié provenant de 
tumeurs  (carcinomes,  cancer  du  pancréas),  les  autres  provenant  de  cellules  souches 
embryonnaires  mais  aussi  d’autres  tissus  humains  tels  que  le  poumon,  la  prostate  ou 
l’utérus. Si on réalise le même type de recherche avec l’exon 15, spécifique des transcrits γ, 
on retrouve une cinquantaine d’ESTs, provenant principalement de kératinocytes granuleux 
et  de  cellules  souches  embryonnaires,  mais  d’autres  tissus  humains  sont  également 
représentés  (tumeur  du  pancréas,  rein).  L’exon  1,  commun  aux  transcrits  β  et  γ,  ne  se 
retrouve que dans une trentaine d’ESTs, tous étant  issus de kératinocytes granuleux, ou de 
peau.  Enfin,  une  recherche  avec  l’exon  18  spécifique  des  messagers  α  donne  une 
cinquantaine de résultats, majoritairement des ESTs de kératinocytes granuleux mais aussi 
quelques‐uns provenant de cœur fœtal. Les messagers α et β semblent donc être exprimés 
de  façon  très  restreinte, majoritairement dans  l’épiderme,  les messagers  γ  sont exprimés 




différentes  familles de  transcrits du gène DMKN  (Toulza et al., 2006). Ainsi,  les messagers 





par  PCR  quantitative  en  temps  réel  d’ADNc  provenant  d’une  fraction  d’épiderme  humain 
enrichie  en  kératinocytes  granuleux  par  rapport  à  ceux  provenant  d’une  fraction 
principalement constituée de kératinocytes basaux, a  montré que les transcrits DMKN α et δ 
sont exprimés dans  toutes  les couches de  l’épiderme alors que  les  transcrits DMKN β et  γ 
sont d’expression restreinte aux kératinocytes granuleux (Toulza et al., 2006). Ces résultats 






al.,  2004).  Ainsi,  les  familles  de  transcrits  DMKN  β  et  γ  sont  spécifiques  de  la  couche 
granuleuse de  l’épiderme,  la  famille de transcrits DMKNα est restreinte à  l’épiderme et au 
placenta, et la famille de transcrits δ est ubiquiste.  
Finalement,  l’analyse par un  logiciel de prédiction  informatique (Genomatix) des séquences 
promotrices prédites des messagers DMKN β et γ a permis de montrer la forte conservation 







des  promoteurs  humain  et  des  autres  espèces  du  gène DMKNβγ,  notamment  au  niveau  de  trois 
régions conservées (CR, lignes rouges). (b) A l’aide de l’outil « Frameworker » du logiciel Genomatix, 
des  combinaisons  conservées  de  sites  de  liaison  à  certains  facteurs  de  transcription  ont  été 
identifiées  au  sein  de  deux  des  régions  conservées  CR2  et  CR3  (formes  colorées).  (c)  Familles  de 





De  plus,  l’étude  des  combinaisons  de  facteurs  de  transcription  pouvant  se  fixer  sur  ces 
régions  promotrices  a  mis  en  évidence  une  possible  régulation  de  l’expression  de  ces 












effet,  les  différentes  isoformes  issues  de  la  traduction  de  ces  familles  de  messagers 
présentent  un  contenu  en  acides  aminés  et  des  caractéristiques  biochimiques  en  partie 
communs à plusieurs familles et en partie spécifiques.  
La Figure 36 représente de façon schématique les protéines de chaque famille de transcrits, 
montrant  leurs  similitudes  et  leurs  différences.  Etant  donné  qu’une même  séquence  est 
toujours  retrouvée dans plusieurs  familles,  il n’est pas possible de produire des  anticorps 
spécifiques d’une seule famille d’isoformes. Ainsi, nous avons produit plusieurs sérums anti‐
peptide, dirigés contre différents épitopes communs à plusieurs familles, mais un seul s’est 












Les  trois messagers de  la  famille  α  codent pour deux protéines potentielles de 90 et 104 
acides aminés. Elles ne diffèrent que par la présence ou non dans leur partie centrale des 14 
acides aminés codés par l’exon 20. Leur exon spécifique, l’exon 18, code pour une séquence 
prédite pour être un peptide  signal  (Figure 37). Des expériences de  transfection dans des 
cellules eucaryotes ont permis de montrer que  la DMKNα  recombinante étiquetée HIS est 
sécrétée  dans  le  surnageant  de  culture  et  donc  que  la  séquence  « peptide  signal »  est 
fonctionnelle  (Matsui  et  al.,  2004;  Toulza  et  al.,  2006).  Les  isoformes  α  sont  presque 
totalement  incluses dans  la partie C‐terminale des  isoformes  longues DMKNβ. Cette région 
commune aux deux familles présente un point  isoélectrique très élevé d’environ 9,8. Cette 




















Les  isoformes  codées par  les  transcrits des  familles  β  et  γ  sont  les plus  longues.  Elles ne 
diffèrent que par  leur partie COOH‐terminale et,  seuls  les huit derniers acides aminés des 
isoformes γ, codés par l’exon 15, sont spécifiques de cette famille de protéines.  
Nous  pouvons  déduire  des  séquences  des messagers  β,  la  traduction  de  trois  protéines 
potentielles,  longues de 476, 449 et 466 acides aminés (Figure 38).   En ce qui concerne  les 
transcrits  γ,  ils  peuvent  coder  pour  quatre  protéines  différentes  de  436,  386,  398  et  369 
acides  aminés de  long  (Figure 39).  Les quatre  isoformes  γ divergent uniquement par  leur 
partie  COOH‐terminale  alors  que  les  trois  isoformes  β  divergent  aussi  dans  leur  partie 
centrale. 
Ces deux familles d’isoformes présentent un peptide signal à  leur extrémité NH2‐terminale, 



















potentiel  de N‐glycosylation  en  bleu  foncé  et  le  site  potentiel  de  liaison  aux  intégrines  en  rouge 























glycine  et  sérine.  En  effet,  les  acides  aminés  235‐325  codés  par  les  exons  4,  5  et  7, 
contiennent 41,1% de sérine et 38,9% de glycine. Leur potentielle conformation en boucles 
glycine  est  discuté  dans  le  paragraphe  I.F.3.  Cette  région  est  encadrée  par  deux  résidus 
cystéine qui pourraient permettre  la formation de  liaisons covalentes  intermoléculaires. En 







en  spectrométrie de masse a  révélé que  la DMKNγ  recombinante est en effet  capable de 
former des dimères et des trimères (Naso et al., 2007).  





En  analysant  la  séquence protéique des DMKN  β  et  γ, on  trouve une  succession de  trois 
acides aminés « RGD » en position 297, au sein de la région riche en glycine et sérine. De tels 
motifs RGD sont normalement retrouvés dans des protéines de la matrice extracellulaire leur 
permettant de se  lier aux récepteurs transmembranaires de  la  famille des  intégrines. Dans 
l’épiderme  normal,  l’expression  des  intégrines  semble  restreinte  à  la  couche  basale  ainsi 
qu’à  la  GEE  des  follicules  pileux.  Cependant,  deux  études  laissent  supposer  que  des 
intégrines  pourraient  également  être  présentes  dans  les  couches  suprabasales  de 
l’épiderme. En effet, une étude par immunohistochimie a montré l’expression de l’intégrine 










une  valeur  autour  de  7,5  pour  les  DMKNβ  et  de  6  pour  les  isoformes  γ.  Ces  isoformes 
longues  sont  donc  légèrement  basiques  à  acides.  Leur  poids moléculaire  apparent  après 









migration  après  immunoempreinte  (E.  Toulza,  résultats  non  publiés).  Par  contre,  un 
traitement à la O‐glycosidase avec ou sans sialidase de DMKNγ recombinante produite dans 
des cellules eucaryotes entraine la libération de résidus sucrés (Naso et al., 2007). Les DMKN 
β  et  γ  ne  semblent  donc  pas  N‐glycosylées  mais  O‐glycosylées,  la  présence  de  ces 
modifications post‐traductionnelles in vivo restant à être établie.  
Nous pouvons également noter que  la région riche en glycine et sérine est raccourcie dans 




L’utilisation  de  l’anticorps  ZD‐AB  a  permis  de  préciser  la  localisation  des  DMKNβγ  dans 
l’épiderme et le follicule pileux humains (Figure 40). Des analyses par immunohistochimie de 
coupe  de  peau  humaine  révèlent  un  marquage  des  DMKNβγ  au  niveau  de  la  couche 
granuleuse de  l’épiderme, plus particulièrement au pôle apical des kératinocytes granuleux 
(Figure  40a).  La  couche  cornée  n’est  que  très  faiblement  marquée.  Des  expériences 
d’immunomicroscopie électronique sur des coupes de peau humaine ont permis de préciser 





Une  étude  récente  a  également montré,  par  immunohistochimie,  que  les  DMKNβγ  sont 
exprimées au pôle apical des cellules différenciées de  l’épithelium œsophagien (Tagi et al., 









(a)  Immunohistochimie  sur  coupe  de  peau  humaine  avec  l’anticorps  ZD‐AB.  (b‐e) 
Immunofluorescence  indirecte  sur  cryocoupe  de  follicule  pileux  humain,  (b)  anticorps  ZD‐AB,  (c) 
anticorps  anti‐CDSN,  (d)  contraste  de  phase,  (e)  superposition  des  images  (b)  et  (c).  (g‐j) 
Immunomicroscopie  électronique  de  coupe  de  peau  humaine  avec  l’anticorps  ZD‐AB.  Les  flèches 




Parmi  les  10  transcrits  DMKNδ,  certains  ne  diffèrent  que  par  leur  partie  non  codante, 





















des  exons  correspondant  est  indiqué  en  dessous.  Les  méthionines  en  position  1,  3  ou  78, 











Le  patron  d’expression  des  différentes  isoformes  de  DMKN,  associé  à  leur  localisation 
subcellulaire,  suggère  que  ces  isoformes  pourraient  jouer  des  rôles  physiologiques  très 
différents.  De  plus,  les  familles  d’isoformes  présentent  des  points  isoélectriques  très 
divergents :  les DMKN  β et  γ de grande  taille sont  légèrement acides alors que  les petites 
isoformes  δ  et  α  sont  fortement  basiques. Malgré  quelques  caractéristiques  peptidiques 
dans  leurs  séquences,  aucune  isoforme  de  DMKN  ne  présente  de  domaine  protéique 
consensus connu pouvant nous éclairer sur  leur  fonction potentielle. Quelques hypothèses 
sont cependant envisagées. 
‐ Les  isoformes  α ont été apparentées aux cytokines, du  fait de  leur petite  taille, de 










et  sérine,  les  cystéines  ou  les  domaines  NGS  et  RGD.  Afin  de  nous  éclairer  sur  leur 
implication  physiologique,  nous  avons  cherché  leur  conservation  dans  les  autres  espèces 
pour lesquelles des séquences de DMKN β et/ou γ ont été identifiées.  
L’expression  de  la  DMKNβ  n’a  été  décrite  que  chez  certains mammifères  et  celle  de  la 
DMKNγ uniquement chez  l’homme et  la souris. Dans  les bases de données on retrouve des 
séquences prédites ou validées de DMKNβ chez le chimpanzé, la vache, le mouton, le rat et 
la  souris  (Figure 42). En  alignant  les  séquences protéiques des DMKNβ de  ces différentes 
espèces, on  trouve un pourcentage d’identité par  rapport à  la DMKNβ humaine allant de 
97%  pour  le  chimpanzé  à  environ  50‐60%  pour  les  autres  espèces.  Suivant  la  séquence 
protéique de DMKNβ que l’on regarde, on trouve des séquences présentes ou absentes dans 






Le  peptide  signal  en  position  NH2‐terminale  est  retrouvé  chez  tous  les  mammifères 
précédemment  cités.  La  région  riche  en  glycine  et  en  sérine  est  très  conservée,  avec 
cependant des  longueurs variables, plus proches de celle que  l’on retrouve dans  l’isoforme 
DMKNβ1 humaine. Comme décrit précédemment (cf : Paragraphe I.E.2.b), des domaines de 
ce  type ont été  identifiés dans d’autres protéines épidermique  telles que  les kératines,  la 
loricrine  ou  la  cornéodesmosine,  et  semblent  former  des  structures  boucles  glycine  aux 
propriétés adhésives  (Steinert et al., 1991). Cependant,  le domaine  riche en glycine et en 
sérine des DMKN β et γ ne comporte pas de résidus aromatiques ou aliphatiques nécessaires 
à  la  formation des pieds de boucle.  Il  semble donc peu probable que  cette  région puisse 
s’organiser en boucles glycine.  
Les deux cystéines encadrant la région riche en glycine et sérine sont également retrouvées 
chez  toutes  les  espèces,  ce  qui  suggère  qu’elles  jouent  un  rôle  physiologique  important.  
Elles  pourraient  être  à  l’origine  d’un  pontage  intramoléculaire  et  permettre  la  formation 





penser  que  ces  deux  sites  potentiels  n’ont  peut‐être  pas  une  importance  physiologique 






Les  séquences  protéiques  de  DMKNβ  des mammifères  suivants  ont  été  alignées  avec  le  logiciel 
multalin  (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html):  homme,  chimpanzé,  vache, 
mouton, rat et souris. Les zones correspondant à 100% d’identité sont représentées par des carrés à 
fond noir tandis que  les zones correspondant à au moins 50% d’identité sont représentées par des 
carrés  à  fond  blanc.  La  numérotation  des  acides  aminés  est  celle  de  la  DMKNβ1  humaine.  Sont 
entourés  en  orange  le  peptide  signal,  en  vert  les  cystéines  conservées,  en  bleu  le  site  de  N‐









Au  laboratoire, des expériences de double hybride chez  la  levure ont permis d’identifier  la 
Galectine  3  (GAL3)  comme  partenaire  potentiel  des  DMKNβγ  (Gazeilles  et  al.,  En 
préparation).  Cette  lectine  est  exprimée  par  la  plupart  des  types  cellulaires  et  peut  se 
retrouver  dans  tous  les  compartiments  sub‐cellulaires,  le  noyau,  le  cytosol,  associée  à  la 




que GAL3  interagit  avec  le domaine  riche en  glycine et en  sérine des DMKNβγ.  L’analyse 
immunohistologique  de  coupes  de  peau  humaine  a  montré  que  GAL3  est  fortement 
exprimée  dans  la  couche  granuleuse,  où  elle  est  majoritairement  extracellulaire.  Des 
expériences d’immunofluorescence indirecte sur coupe de peau ont révélé que les DMKNβγ 
co‐localisent avec GAL3 dans  l’espace  intercellulaire des kératinocytes granuleux. De plus, 
des  expériences  de  PCR  quantitative  en  temps  réel  ont mis  en  évidence  l’expression  de 
protéines sécrétées appartenant à la famille des protéines de la matrice extracellulaire dans 
les  couches  suprabasales  de  l’épiderme  humain.  L’existence  d’un  réseau  de  protéines 











laissent  supposer  qu’elles  peuvent  être  impliquées  dans  certains  processus 
physiopathologiques. 
Des  expériences  d’immunohistochimie  sur  des  coupes  de  peau  lésionnelle  de  patients 




accru  d’assises  cellulaires  et  que  leur  concentration  au  pôle  apical  des  kératinocytes  est 
également  fortement accentuée dans  l’épiderme de  ces patients  (Figure 43a‐b)  (Toulza et 
al., 2006). Ce marquage pourrait  correspondre à une  accumulation des DMKNβγ dans  les 
corps  lamellaires  juste  avant  leur  sécrétion. Mais  aucune  corrélation  avec  les  processus 






(a‐c)  Immunohistochimie avec  l’anticorps ZD‐AB de coupe de peau  lésionnelle psoriasique  (a‐b).  (c) 
contrôle  sans  anticorps  primaire.  Grossissement  (a,c)  x  200 ;  (b)  x600.  (d‐e)  Marquage 
immunohistochimique  avec un  anticorps monoclonal  anti‐DMKNβγ de  coupe de  colon  sain  (d) ou 
cancéreux (e). (d‐e) barre d’échelle 50 µm. D’après (Tagi et al., 2010; Toulza et al., 2006). 
 





























Le  gène  Dmkn  chez  la  souris  compte  22  exons,  et  s’étend  sur  environ  18  kb.  Dans  les 
banques de données, on peut trouver actuellement 11 séquences d’ARN messagers, et 179 
ESTs déposés pour le gène Dmkn murin (Cluster UniGene Mm.30138). 
Comme  chez  l’homme,  la  transcription  de Dmkn  donne  naissance  à  plusieurs  familles  de 
transcrits. Chez la souris seules les familles α, β et γ ont été décrites (Figure 45). La famille de 





codant,  on  peut  supposer  que  la  séquence  nucléotidique  n’est  pas  conservée  et  des 
expériences de RACE‐PCR (« Rapid Amplification of cDNA Ends » ‐ PCR) seraient nécessaires 
pour confirmer ou infirmer l’absence de messagers δ murins.  
La transcription du gène débute soit sur  l’exon 1 pour  les variants β et γ, soit sur  l’exon 16 
pour le transcrit α, et se termine sur l’exon 13 pour le messager γ ou sur l’exon 22 pour les 
transcrits β et α. Un seul ARNm a été  identifié pour chacune des  familles γ et α, alors que 











L’expression  du  gène Dmkn  a  été  étudiée  au  cours  du  développement  embryonnaire  de 
l’épiderme  chez  la  souris  (Bazzi  et  al.,  2007;  Matsui  et  al.,  2004).  Au  cours  de 

























permis  de  montrer  la  présence  de  transcrits  Dmkn  dès  E15,5.  Des  messagers  Dmknβ 
commencent  à  être  exprimés  à  E15,5,  ce  qui  coïncide  avec  le  début  de  la  stratification 
épidermique,  et  les  transcrits  Dmknα  sont  détectés  à  E16,5,  augmentent  à  E17,5  et 





la souris. On peut  remarquer que  la sonde utilisée est complémentaire de  la séquence de 
l’ARN messager Dmknα et aurait donc pu être susceptible de reconnaitre des transcrits de la 
















(E12,5)  et  le  début  de  la  stratification  (E15,5)  épidermique  (Bazzi  et  al.,  2007).  Des 
expériences d’hybridation  in situ d’embryons entiers ont de plus montré que les messagers 












retrouvées par  l’analyse  in silico du promoteur du gène DMKN permettant  l’expression des 
transcrits β et γ (Mattiuzzo et al., Accepté).  
(2) Chez la souris adulte 
Des expériences de Northern‐blot  sur différents  tissus de  souris adultes montrent que  les 
transcrits Dmkn β et α sont fortement exprimés dans la peau, faiblement dans l’estomac et 
absents dans  les autres  tissus  testés  (Matsui et al., 2004). De  façon  intéressante,  la sonde 
utilisée  pour  hybrider  les messagers  β  pourrait  également  hybrider  des messagers  γ.  Ces 
transcrits n’avaient pas encore été décrits chez la souris au moment de cette étude, mais on 




avec  des  amorces  spécifiques  des  transcrits  Dmkn  β  et  α  murins,  a  montré  que  ces 
messagers sont spécifiquement exprimés dans  les épithéliums stratifiés tels que  la peau,  la 





















En  alignant  les  séquences  protéiques  des  Dmkn  murines  avec  les  DMKN  humaines,  on 
observe une conservation du peptide signal. En ce qui concerne les DMKNα, c’est l’isoforme 
1 humaine qui est  la plus proche de celle retrouvée chez  la souris. Par contre,  la première 
méthionine de  l’isoforme murine correspond à  la seconde des  isoformes humaines  (Figure 













































mort  cellulaire  programmée,  les  kératinocytes  granuleux  qui  sont  les  dernières  cellules 
vivantes  de  l’épiderme,  sont  transformés  en  cellules  morte  anuclées,  les  cornéocytes, 
aboutissant  à  la  formation  de  la  couche  cornée.  Cette  dernière  est  responsable  de  la 
fonction  dite  « barrière »  de  l’épiderme.  L’objectif  de ma  thèse  a  été  de  caractériser  la 
fonction de 2 acteurs de  la différenciation  terminale kératinocytaire  :  la cornéodesmosine 
(CDSN) et la dermokine (DMKN). 
 
La CDSN  a  été découverte  au  laboratoire  il  y  a une  vingtaine d’années.  Elle  a été depuis 
caractérisée  de manière  approfondie.  Différentes  études  ont  notamment montré  que  la 
CDSN : 1‐ est  la seule protéine spécifique des cornéodesmosmes, structures  jonctionnelles 
de  la  couche  cornée,  2‐  qu’elle  présente  des  propriétés  adhésives  in  vitro,  3‐  que  sa 
protéolyse est concomittante à  la desquamation. Ainsi, bien que ces propriétés  suggèrent 
qu’elle ait une  fonction dans la cohésion de la couche cornée, aucune donnée ne permettait 






























cornifiés, principalement  l'épiderme et  la gaine épithéliale  interne du  follicule pileux. Nous 
avons montré que des mutations non‐sens du gène CDSN sont responsables d’une maladie 
monogénique dominante  rare,  l’hypotrichose  simple du  cuir  chevelu  (OMIM #146520).  La 
CDSN présente des propriétés adhésives, majoritairement attribuables à  son extrémité N‐
terminale riche en glycine et en sérine, et elle est progressivement protéolysée au cours  de 
la migration des cornéocytes vers  la surface de  l’épiderme. Pour comprendre  le  rôle de  la 




extrême  fragilité  épidermique  et meurent  quelques  heures  après  la  naissance.  Des  tests 
fonctionnels montrent  un  trouble majeur  de  la  barrière  épidermique  et  une  perte  de  la 
résistance mécanique  de  la  couche  cornée.  Les  analyses  structurales  et  ultrastructurales 
montrent que  la cohésion est rompue à  l’interface entre  les couches granuleuse et cornée 
sous  l’effet  de  stress mécaniques mineurs.  Pour  évaluer  à  plus  long  terme  l’évolution  de 
l’épiderme  de  souris  Cdsn‐/‐,  des  greffes  de  peau  sur  souris  Nude  ont  été  réalisées.  Les 
greffons  Cdsn‐/‐  présentent  un  trouble  persistant  de  la  barrière malgré  le  développement 








au  long  de  la  vie  pour  préserver  cette  barrière  en  maintenant  l’intégrité  des 




Lessons from human diseases and engineered mouse models have
established the importance of desmosomes in tissues subjected to
high mechanical stress. Indeed, these intercellular junctions provide
strong cohesion between adjacent cells. Mutations in genes encoding
desmosomal components are invariably responsible for skin
diseases, often associated with heart defects (for reviews, see Kottke
et al., 2006; Garrod and Chidgey, 2008). In the epidermis,
desmosomes undergo profound morphological and biochemical
changes throughout keratinocyte differentiation. In particular, during
cornification, a specific cell death process that transforms
keratinocytes into anucleated, flattened corneocytes, considerable
modifications of the desmosomes occur, accounting for their
designation as corneodesmosomes (Serre et al., 1991).
Corneodesmosin (CDSN) is a protein specific to desmosomes
that will undergo transformation into corneodesmosomes, which,
in humans, comprises desmosomes of the epidermis, the three layers
of the inner root sheath (IRS) of the hair follicles and the hard palate
epithelium. Indeed, the protein is not expressed in noncornified
squamous epithelia (Serre et al., 1991). After its secretion by
granular keratinocytes via the lamellar granules, CDSN is
incorporated into the desmoglea of the desmosomes shortly before
their transformation into corneodesmosomes, most probably
reinforcing the cell-cell adhesion mediated by the desmosomal
cadherins already present in the structure. In the course of stratum
corneum maturation, CDSN is progressively degraded, its
degradation being a prerequisite for desquamation (Simon et al.,
2001).
Cloning of its cDNA has revealed that CDSN is located on
chromosome 6, in the major psoriasis susceptibility locus PSORS1
(Guerrin et al., 1998). Some CDSN single nucleotide polymorphisms
(SNPs) have been associated with psoriasis in many genetic studies
(reviewed by Capon et al., 2002), and a recent study revealed that
only two genes from PSORS1, HLAC and CDSN, yield protein
alleles that are unique to risk haplotypes (Nair et al., 2006).
However, according to the latter study and others, the exact identity
of the PSORS1 gene remains controversial (Veal et al., 2002; Capon
et al., 2003; Helms et al., 2005; Orrù et al., 2005; Nair et al., 2006).
Intriguingly, the only monogenic disease identified so far to be
associated with mutations in CDSN revealed a hair phenotype and
did not affect the epidermis (Levy-Nissenbaum et al., 2003);
hypotrichosis simplex of the scalp (HSS; OMIM 146520) is a rare
autosomal-dominant disease characterized by progressive loss of
scalp hair resulting in almost complete baldness by the third decade.
Corneodesmosin (CDSN) is specific to desmosomes of epithelia
undergoing cornification, mainly the epidermis and the inner
root sheath of the hair follicles. CDSN nonsense mutations are
associated with hypotrichosis simplex of the scalp, a rare
disease that leads to complete baldness in young adults. CDSN
displays adhesive properties, mostly attributable to its N-
terminal glycine-rich domain, and is sequentially proteolyzed
as corneocytes migrate towards the skin surface. K14-promoter
driven Cre-mediated deletion of Cdsn in mice resulted in
neonatal death as a result of epidermal tearing upon minor
mechanical stress. Ultrastructural analyses revealed a
desmosomal break at the interface between the living and
cornified layers. After grafting onto nude mice, knockout skin
showed a chronic defect in the epidermal permeability barrier.
The epidermis was first hyperproliferative with a thick cornified
layer, then, both the epidermis and the hair follicles degenerated.
In adults, Cdsn deletion resulted in similar histological
abnormalities and in a lethal barrier defect. We demonstrate
that Cdsn is not essential for skin-barrier formation in utero,
but is vital throughout life to preserve this barrier by
maintaining desmosome integrity. The strong adhesive function
that the protein confers on corneodesmosomes also seems
necessary for maintaining the architecture of the hair follicle.
Supplementary material available online at
http://jcs.biologists.org/cgi/content/full/122/15/2699/DC1
Key words: Desmosome, Epidermis, Hypotrichosis simplex of the
scalp, Knockout mice, Psoriasis
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To date, three different nonsense mutations have been reported in
four families from Israel, Denmark and Mexico (Lai-Cheong et al.,
2007). These mutations lead to the production of a truncated form
of CDSN that has been detected as deposits beneath the epidermis
basement membrane and deeper in the dermis, at the periphery of
the hair follicles (Levy-Nissenbaum et al., 2003). Although the
pathophysiological mechanism of this disorder is not understood,
CDSN obviously has an important role in hair physiology.
A striking feature of CDSN is its very high serine and glycine
content (27.5% and 16%, respectively), particularly at the N-
terminus of the protein (residues 60-171). It has been suggested
that similar serine- and glycine-rich domains described at both
termini of keratins form structural motifs, the so-called ‘glycine
loops’, that mediate intermolecular adhesion by acting like Velcro
(Steinert et al., 1991). Furthermore, it has been demonstrated, in
vivo and in vitro, that CDSN displays homophilic adhesive
properties (Jonca et al., 2002; Caubet et al., 2004). Moreover,
recombinant CDSN forms highly stable homo-oligomers that
dissociate only partially in 8 M urea, possibly reflecting cis and/or
trans interactions in vivo. The N-terminal glycine loop domain was
shown to be necessary and sufficient, and thus responsible, for both
the oligomerization of CDSN and its homophilic adhesive properties
in vitro (Caubet et al., 2004).
In vivo, CDSN could thus mediate cell-cell adhesion by
reinforcing the resistance of the desmosomes. It has also been
proposed that CDSN contributes to the structural modifications
that characterize the transformation of desmosomes into
corneodesmosomes (Guerrin et al., 1998) or prevents premature
desquamation by protecting desmosomal proteins from proteolysis
(Lundström et al., 1994). Inactivation of mouse Cdsn by mutational
insertion was very recently reported to induce neonatal death
(Matsumoto et al., 2008), and defective corneodesmosome
formation was proposed to be responsible for stratum corneum
detachment.
We developed two epidermal-selective Cdsn-deficient mouse
models. Somatic Cdsn inactivation in mouse epidermis was achieved
using human keratin 14 (K14)-promoter driven Cre-mediated
deletion (Li et al., 2001). Temporally controlled Cdsn deletion in
epidermal keratinocytes was achieved using a tamoxifen-inducible
Cre recombinase under the control of the same promoter (Li et al.,
2000). Our results confirmed the vital role of CDSN in newborns.
We also show that CDSN function is essential in adult skin and
that the functional defect lies in an impaired resistance of
corneodesmosomes to mechanical stress. This supports the idea that
CDSN mainly acts as an adhesive protein.
Results
Generation of Cdsn-deficient mice
To investigate the role of CDSN in the barrier function and
physiology of the hair follicle, we developed Cdsn-deficient mice
by using K14-promoter driven Cre-mediated loxP recombination
(Fig. 1A). The human KRT14 promoter is active during mouse
epidermal fetal development as early as embryonic day (E)9.5, and
is strongly activated by E14.5 onwards (Vassar et al., 1989).
Similarly to many other markers of epidermis differentiation, Cdsn
mRNA was first detected at E16.5 and becomes prominent at E18.5
(H.G., unpublished results). Therefore, the chosen strategy would
induce the deletion of the second exon of Cdsn before the gene is
expressed in the developing epidermis and in hair follicles.
We first generated mice bearing floxed Cdsn alleles (Cdsnfl/fl),
which were bred to homozygosity. These animals appeared normal,
indicating that the genetic manipulation did not affect the function
of the floxed gene. Generation of Cdsn-deficient mice was obtained
by crossing Cdsnfl/fl mice with K14-Cre transgenic mice (Li et al.,
2001). The resulting animals bearing the K14-Cre and heterozygous
for the floxed Cdsn allele were selected and mated again with
Cdsnfl/fl mice. Four different genotypes were thus obtained (Fig.
1B): K14-Cre0/0:Cdsnwt/fl and K14-Cre0/0:Cdsnfl/fl, both denoted
hereafter as wild-type (WT), K14-Cretg/0:Cdsnwt/fl, denoted hereafter
Journal of Cell Science 122 (15)
Fig. 1. Gene targeting of Cdsn. (A) Schematic drawing of the Cdsn wild-type
locus, the targeting construct (containing the neomycin selector gene), the
floxed allele, and the deleted allele obtained after Cre-mediated excision. The
floxed part of Cdsn (3 kb) encompasses the second exon, so only the first
exon, which encodes 28 amino-acids mostly corresponding to the signal
peptide, is preserved after Cre-mediated recombination. Black boxes represent
exons, loxP and Frt sites are depicted as black and open triangles, respectively.
Primers for PCR genotyping (P1-P3) are indicated with arrows. (B) PCR
analysis of tail DNA from offspring of Cdsnfl/fl mice crossed with K14-
Cretg/0:Cdsnfl/wt (HET) mice. Specific primers were used to detect the K14-Cre
transgene (primers ‘Cre’). Primers P2 and P3 were used to detect wild-type
(265 bp) or floxed (366 bp) Cdsn alleles. A 550 bp band was detected only in
heterozygous pups, which corresponds to the amplification of partial
hybridization between 265 bp and 366 bp amplicons, as verified by
sequencing. (C) Primers P1 and P3 allow the amplification of a 560 bp
fragment when the exon 2 of Cdsn is excised. The experimental conditions
used for this PCR do not allow amplification of the non-excised 3.7 kb
fragment still containing the second exon. (D) Quantitative RT-PCR analysis
of Cdsn expression on dorsal skin samples from WT, HET and KO neonates.
Values represent relative RNA level from the WT, after normalization with
Dsg3 transcript level. Values are mean ± s.e.m. (E) Equal amounts of protein
extracts from WT, HET and KO neonate dorsal skin were separated by SDS-
PAGE and subjected to western blot analysis using the anti-CDSN F28-27
mAb or an anti-actin mAb. In protein extracts from WT and HET animals,
F28-27 reacts with two major polypeptides of about 54 kDa and 45 kDa,
which correspond to the full-length (black triangle) and a proteolytically
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as heterozygous mice (HET), and K14-Cretg/0:Cdsnfl/fl, denoted as
knockout (KO) mice. The genotyping of 232 newborns from 12
intercrosses revealed that WT, HET and KO pups were produced
in the expected mendelian ratios, indicating no embryonic lethality
for the KO mice. Excision of the floxed Cdsn allele in the skin of
newborn pups was controlled by PCR analysis (Fig. 1C). As
expected, in skin of KO neonates, Cdsn mRNA level measured by
quantitative real-time PCR was very low, confirming efficient
ablation of Cdsn (Fig. 1D). In HET pup skin, Cdsn expression was
roughly 50% of the WT level, demonstrating the absence of dose
compensation. Western blot analysis (Fig. 1E) using the F28-27
anti-CDSN monoclonal antibody (mAb) confirmed the absence of
CDSN in the skin of KO animals, whereas the full-length 54 kDa
protein was detected in skin extracts from WT and HET animals.
The smaller amount of protein in HET mice is consistent with results
of RT-PCR analysis, which indicate inactivation of one Cdsn allele.
A lower molecular mass peptide of ~45 kDa was also detected in
both WT and HET pup extracts, which corresponds to a first step
of the CDSN proteolytic cleavage in the course of stratum corneum
maturation (Simon et al., 1997).
Inactivation of CDSN in mouse skin results in early postnatal
death
KO pups suffered from severe skin detachment (Fig. 2A) and died
within 1 hour of birth or were immediately eliminated by their
mother. To delineate the causes of neonatal lethality, we
systematically performed caesarian deliveries at E18.5. Under
these conditions, KO embryos were indistinguishable from their
littermates when handled carefully (Fig. 2B). However, during
grooming by surrogate mothers we observed the rapid appearance
of skin detachment that was similar to that observed after natural
birth. Skin rupture started in the ventral area, paws and snout and
extended to the flanks (Fig. 2C). The peeled skin was red, shiny,
and became somewhat sticky to the touch. On the dorsal part of
the pups, the skin retained a normal macroscopic aspect until death,
which occurred within 2 hours. A standard procedure for analysis
of the phenotype was thus established: after caesarian delivery, all
neonates were given to a surrogate mother and euthanized after 1
hour.
Inactivation of CDSN in mouse skin leads to a drastic barrier
defect
To measure the effects of the mutation on skin permeability, we
performed a Toluidine blue penetration assay on E18.5 embryos
(Fig. 3A). When the assessment was carried out immediately after
caesarian delivery, before any skin phenotype onset, complete dye
exclusion was observed in KO pups, as in their control littermates,
reflecting an intact barrier at that stage (Fig. 3A, left panels).
However, when mice were given to a surrogate mother for 1 hour,
large areas showed toluidine blue penetration, particularly in the
ventral part of the embryos (Fig. 3A, right panels). Thus, as soon
as a skin phenotype became macroscopically visible in KO animals,
the dye extensively penetrated the skin. This drastic perturbation
of the barrier could be perfectly superimposed with the zones of
detachment of the stratum corneum in KO animals (see Fig. 2C).
Similarly, transepidermal water loss (TEWL) measured on whole
pups was similar at first in WT, HET and KO pups immediately
after caesarian delivery but dramatically increased by a factor greater
than ten in KO mice after phenotype onset (Fig. 3B). To maintain
conditions of minimal mechanical stress, KO neonates were isolated
at 37°C for 4 hours, immediately after caesarian section. Under these
conditions, only one out of nine KO pups died. The remaining pups
did not develop any noteworthy skin detachment, and five of them
maintained a TEWL value that was roughly similar to that of the
WT and HET newborns, between 0 and 4 g m–2 per hour. These
experiments demonstrate that the skin phenotype is closely linked
to mechanical stress from the environment. To assess the mechanical
resistance of the skin, the amount of protein detached from the skin
by tape stripping was measured. Three times more protein was
extracted from KO skin than from WT or HET skin (Fig. 3C).
Hence, even macroscopically intact KO skin is extremely fragile,
and tears under mechanical stress.
Histological analysis of KO mouse skin reveals a detachment
of the stratum corneum from the living layers of epidermis
In zones of skin rupture, such as the ventral region, a complete
absence of the stratum corneum was observed (Fig. 4A). In some
areas, the skin abrasion was more pronounced and also concerned
part of the living layers (data not shown). On the dorsal skin, the
Fig. 2. Mice lacking CDSN show a drastic skin tear leading to postnatal death.
(A) Macroscopic appearance of WT, HET and KO pups born at full term. KO
pups die within 1 hour of birth and show considerable skin detachment,
particularly in the ventral area, paws and snout, whereas HET newborns show
no visible difference from WT. (B) Macroscopic appearance of WT, HET and
KO mice delivered by caesarian section at E18.5. Immediately after birth, KO
neonates are indistinguishable from the WT and HET littermates. (C) When
neonates were left in surrogate mother’s care for 1 hour, the skin phenotype of
KO pups appears and death occurs rapidly. Higher magnifications of paw and












Résultats expérimentaux - Publication n°1
135
2702
stratum corneum was still present, and looked similar to that of the
WT. However, even if the macroscopic aspect was normal, some
blisters were observed between the stratum granulosum and stratum
corneum (data not shown). Although we could not discriminate
between blisters induced by natural mechanical stress or during
sample preparation, our results suggest an extreme fragility of the
intercellular links. No acanthosis or hyperkeratosis was observed
in either dorsal or ventral KO epidermis. Immunohistochemical
labeling of skin sections with F28-27 mAb confirmed the complete
absence of CDSN in the stratum granulosum and IRS of hair follicles
in KO mice (Fig. 4B). Transcriptional activity of the human KRT14
promoter in transgenic mice is largely restricted to external epithelia,
with a reduced expression in more internal stratified tissues (Wang
et al., 1997). In accordance with these findings, CDSN was still
detected in the tongue, the hard palate and the esophagus of KO
newborns (Fig. 4C; and data not shown).
Corneodesmosomes deficient for CDSN display normal
morphology but impaired functionality
Transmission electron microscopy performed on dorsal skin of WT
and KO neonates revealed a similar organization of the granular
layer. The thickness of stratum corneum from KO mice was also
unchanged, with 10 to 13 layers (Fig. 5A,B). Some blisters, already
detected by optical microscopy, were present between the stratum
granulosum and stratum corneum (Fig. 5J; and data not shown).
The ultrastructure of desmosomes and corneodesmosomes was
analyzed at higher magnification. In granular keratinocytes from
both WT and KO animals, the same characteristic symmetrical tri-
lamellar structure of regular desmosomes was observed (Fig. 5C,F).
Morphological changes accompanying cornification occurred
similarly in both WT and KO mice. Typical transitional junctions
were found, with classical dense fibrils of keratin filaments attached
to the electron-dense intracellular desmosomal plaque in the
granular keratinocyte, densification of the intercellular portion, and
an electron-dense line at the other side of the junction corresponding
to the cornified envelope of the upper transitional keratinocyte (Fig.
5D,G). The number of these transitional desmosomes at the interface
between the stratum granulosum and stratum corneum was not
significantly different in WT and KO samples. We made counts on
30 fields at magnification 20,000, corresponding to the length of
3-4 corneocytes, and found 59 transitional desmosomes in the KO
skin section versus 61 in the WT. Hence, in newborn KO mice,
Cdsn deficiency seems to have no consequences on the
transformation of desmosomes into corneodesmosomes. In the
cornified layers, the morphology of the corneodesmosomes from
KO mouse also appeared classical (Fig. 5E,H). By contrast,
numerous split desmosomes could be observed at the transition from
stratum granulosum to stratum corneum, either isolated (Fig. 5I) or
adjacent in zones of detachment (Fig. 5J). The main structure of
the split transitional desmosomes remained attached to the granular
keratinocyte, and no cell lysis was observed. Desmosome breaking
seemed to occur specifically at the stratum granulosum to stratum
corneum transition, because no split corneodesmosomes were
observed higher in the stratum corneum. Thus, abnormalities due
to the absence of CDSN seem to occur only when cornification
takes place, and lie in adhesive defects.
Absence of CDSN does not affect expression of differentiation
markers and desmosomal proteins in neonatal epidermis
Histological analysis revealed no thickening of the living layers in
the epidermis from KO neonate dorsal skin. To further investigate
Journal of Cell Science 122 (15)
Fig. 3. Mice lacking CDSN exhibit a drastic barrier defect and decreased
mechanical resistance of the skin. (A) Barrier-dependent dye exclusion assay
(Toluidine blue) performed on WT, HET and KO neonates. Pups obtained by
caesarian delivery (E18.5) were placed with surrogate mother for 1 hour until
the skin phenotype appears (E18.5+1h). (B) TEWL assay performed on whole
WT, HET or KO neonates immediately after caesarian delivery (E18.5) and
after phenotype onset (E18.5+1h). (C) Mechanical resistance assay of the
stratum corneum from neonates. Tape stripping was performed on the dorsal
skin of WT, HET or KO neonates before phenotype onset, and the proteins
present on the tape were quantified by colorimetric assay. Values are mean ±
s.e.m.
Fig. 4. Histological analysis of cornified epithelia in Cdsn KO mice.
(A) Representative sections stained with hematoxylin and eosin (H&E), from
dorsal skin of WT and KO neonates, or from ventral skin of KO neonates. The
staining shows complete detachment of the SC from the ventral epidermis of
the KO mouse. D, dermis; LL, living layers of epidermis; SC, cornified layer.
(B) Immunohistochemical staining with F28-27 mAb (CDSN) of sections from
dorsal skin of WT and KO neonates, or from ventral skin of KO neonates,
confirmed the absence of CDSN in the stratum granulosum of the epidermis
(arrows) and the IRS of the hair follicles (arrowheads) of KO pups.
(C) Immunohistochemical staining with F28-27 mAb (CDSN) of sections from
tongue and esophagus of WT and KO neonates showing that Cdsn excision is
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the effect of the null mutation on epidermal differentiation, we
examined the expression of differentiation markers and desmosomal
proteins by western blot, quantitative real-time PCR and
immunohistochemistry (Fig. 6). No significant differences in the
amount of early (keratin K10, involucrin, desmoglein 1) and late
(loricrin, filaggrin) differentiation markers were observed in skin
from WT, HET or KO neonates by western blot analysis (Fig. 6A).
Expression level analysis by qRT-PCR of Dsc1, Dsg1a and Dsg1b,
coding for desmosomal proteins present in the suprabasal layers of
epidermis, did not reveal any differences between the dorsal skin
of WT and KO neonates (Fig. 6B). Immunohistochemical analyses
(Fig. 6C) were consistent with the western blot and qRT-PCR data.
Again, no differences in the distribution or the expression level of
differentiation markers were observed between WT and KO neonate
dorsal skin. As expected, we observed a dramatic reduction in the
expression level of all the differentiation markers in the ventral area
of KO animals (data not shown), which is consistent with the sudden
loss of the most suprabasal keratinocytes once the stratum corneum
had been shed (see Fig. 4A). In conclusion, the absence of CDSN
does not affect the expression of differentiation markers and
desmosomal proteins as long as the integrity of the epidermis is
preserved.
Long-term phenotype of mouse skin lacking CDSN after
grafting onto nude mice
The drastic barrier defect that occurs in KO mice does not allow
the long-term consequences of Cdsn excision to be analyzed in the
epidermis and hair follicle. To address this issue, full-thickness
dorsal skin from WT and KO neonates was grafted onto the back
of nude mice (Fig. 7). Absence of CDSN in the epidermis and IRS
of hair follicles from KO grafts was controlled by
immunohistochemistry (data not shown). Macroscopically, newborn
KO skin developed some sparse hair that progressively disappeared
and became totally absent 9 weeks after grafting. In parallel, the
graft became hard, devoid of softness, and formed a scab that was
continually renewed (Fig. 7A). In contrast to the WT, KO epidermis
first showed a prominent hyperplasia with papillomatosis (Fig. 7B).
Hyperkeratosis and parakeratosis were obvious and infiltration of
inflammatory cells was observed in the dermis, together with dermal
cysts, which characteristically result from degenerative hair follicles
Fig. 5. Ultrastructural abnormalities in KO neonate epidermis.
Dorsal skin of WT and KO mice was processed for transmission
EM. (A,B) At low magnification, the cells at the junction between
the granular and cornified layers have no obvious abnormality.
G,G1,G2, granular keratinocytes; C1 to C9, corneocytes, with C1
being adjacent to the granular layer and C9 being nearest the skin
surface. (C-H) The ultrastructure of desmosomes and
corneodesmosomes from WT (C-E) and KO (F-H) epidermis
analyzed at higher magnification. Regular desmosomes in the
stratum granulosum (C,F), transitional desmosomes at the stratum
granulosum to stratum corneum interface (D,G), and
corneodesmosomes (white arrows) in the stratum corneum (E,H),
show the same classical morphology in WT and KO epidermis.
(I,J) Detachment between granular keratinocyte and corneocyte is
frequently observed in KO epidermis. Split desmosomes isolated
(I) or adjacent (J) can be seen. The mid-dense intercellular plugs of
the detached transitional desmosomes remain associated with the
granular keratinocyte (black arrowhead), whereas an interruption in
the electron-dense line corresponding to the cornified envelope is
clearly visible at the surface of the corneocyte, at the site where the
desmosome was attached (white arrowhead). Scale bars: 2 μm
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(Fig. 7D). Concomitantly, immunohistochemistry revealed high
expression levels of keratin K6 and increased expression of several
epidermal differentiation markers, such as involucrin, filaggrin,
loricrin and K10 (Fig. 7C,E, left panel; and data not shown). From
8 weeks after grafting, despite its hyperproliferative state, the
epidermis started to disappear in some central areas, replaced by a
scab directly covering the dermis (Fig. 7B). By 9 weeks post
grafting, this phenomenon had amplified, ending with the total
absence of the grafted epidermis. In parallel, hair follicles became
scarce and then totally disappeared. Concomitantly, the epidermis
of the nude mice located at the edge of the initial graft became
thicker, producing keratinocytes that seemed to migrate to the
grafted zone. Interestingly, these keratinocytes strongly expressed
the hyperproliferative keratin K6 (Fig. 7C,E, right panel). They also
highly expressed CDSN, confirming that they originated from nude
epidermis (data not shown). Hence, Cdsn deficiency resulted in
chronic ulceration of the grafted skin. To study potential barrier
defects at the level of the graft, TEWL measurements were
performed. Values measured from 4 to 9 weeks post grafting ranged
from 1.5 to 5 g m–2 per hour for the WT grafts versus 11.5 to 22.5
g m–2 per hour for the KO grafts, suggesting a strong permeability
defect. Histological and immunohistological data suggested that the
KO graft first behaved like a healing epidermis. However, whereas
wound healing leads to barrier restoration and a return of
keratinocytes to a normal differentiation program, the KO graft was
unable to produce an efficient barrier. However, the epidermis of
nude mice at the border of the scab showed acanthosis and perfectly
mimicked a healing epidermis.
CDSN is also required in adult mice for epidermis integrity and
barrier function
To investigate the consequences of CDSN loss in adult mice, we
developed an additional model using a K14-promoter driven
CreERT2 recombinase, the activity of which is efficiently induced
by 4-hydroxy-tamoxifen (OHT), but not natural estrogen receptor
ligands (Li et al., 2000). Mice homozygous for the floxed Cdsn
allele and transgenic for K14CreERT2tg/0 were generated following
the same breeding protocol described previously. Resulting
animals were wild-type mice (K14CreERT20/0:Cdsnwt/fl or
K14CreERT20/0:Cdsnfl/fl), heterozygous pre-mutant mice
(K14CreERT2tg/0:Cdsnwt/fl) and homozygous pre-mutant mice
(K14CreERT2tg/0:Cdsnfl/fl, denoted hereafter HOMO). In the
absence of treatment, HOMO mice did not develop any skin or
hair phenotype for at least 6 months, denoting no leakiness of
uninduced CreERT2. Generalized or localized temporally
controlled Cdsn excision was achieved in the skin of adult HOMO
mice by intraperitoneal injection of tamoxifen (Tam) or topical
application of OHT, respectively. In both cases, immunodetection
of CDSN revealed a loss of Cdsn expression in epidermal
keratinocytes and in the IRS of hair follicles (Fig. 8C; Fig. 9C).
HOMO mice injected with Tam or locally treated with OHT
developed a skin phenotype with variable kinetics according to
the individuals but, once the phenotype had initiated, it progressed
within 5 days to a critical situation. Wild-type mice treated in the
same conditions never developed any phenotype, denoting the
absence of toxicity of Tam or OHT in our experimental conditions.
We attributed the variation in the kinetic of the HOMO mice
phenotype onset to the genetic background heterogeneity of the
mice. For this reason, we used TEWL values to evaluate the onset
and progress of the phenotype.
Typically, TEWL values reached 4-5 g m–2 per hour when the
first scales became visible, and rose to 33 g m–2 per hour as the
scales became more numerous and were shed. After generalized
induction of Cdsn deletion, the scales were first visible on the ventral
side and snout, and then extended to the back and the whole body,
consistent with the level of mechanical stress applied to these
different body areas. Within 5 days of the abnormal skin phenotype
onset, mice became prostrate, lost weight and were euthanized. A
representative aspect of a ventral skin region with a TEWL value
of 13 g m–2 per hour is presented in Fig. 8. At the histological level,
acanthosis, hyperkeratosis and parakeratosis of the epidermis
accompanied scaling (Fig. 8A,B,D, left panel). Topical applications
of OHT were made, with the aim of analyzing the phenotype for a
longer period of time (Fig. 9). Skin phenotype progression is
presented at early (Fig. 9, middle panels) or late (Fig. 9, right panels)
stages in comparison with the control (Fig. 9, left panels). The early
stage showed a moderate barrier defect (TEWL of 11 g m–2 per
hour) associated with the development of acanthosis, hyperkeratosis
and parakeratosis, together with a strong expression of the
hyperproliferative keratin K6 (Fig. 9, middle panel). At the late
Journal of Cell Science 122 (15)
Fig. 6. Expression analysis of epidermal differentiation markers and
desmosomal proteins in neonatal KO mice. (A) Equal amounts of protein
extract from WT, HET and KO neonate dorsal skin separated by SDS-PAGE
and analyzed by western blot with antibodies directed against keratin 10
(K10), involucrin (Ivl), filaggrin (Fil), loricrin (Lor), desmoglein 1 (Dsg1) or
actin. (B) Quantitative RT-PCR analysis of genes encoding desmosomal
proteins. Dsc1, Dsg1a and Dsg1b expression analyzed in dorsal skin biopsies
from KO neonates. Values are shown relative to RNA level in the WT, after
normalization with Dsg3 transcripts, to take the epidermal area of each sample
into account. Values are mean ± s.e.m. (C) Immunohistochemical labeling of
dorsal skin sections from WT and KO neonates using antibodies specific to
keratin 10 (K10), involucrin (Ivl), filaggrin (Fil), loricrin (Lor) and desmoglein
1 (Dsg1) shows a similar expression level and localization of the
differentiation markers in WT and KO pups. D, dermis; E, epidermis; dotted
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stage, corresponding to a TEWL value of 33 g m–2 per hour,
ulcerations appeared and were associated with the shedding of large
scales; histological analysis revealed almost complete disappearance
of the epidermis, replaced by a scab (Fig. 9, right panel). At the
early stages, moderate inflammation was observed, which we further
characterized by immunohistochemistry for CD3 and F4/80
(supplementary material Fig. S1). It mainly consisted of CD3+ T
cells infiltrating the epidermis (supplementary material Fig. S1A)
and macrophages and Langerhans cells in the dermis, at proximity
of the epidermis (supplementary material Fig. S1B). The increasing
barrier defect led to a typical inflammatory response, with ulceration,
dilation of capillaries and subcorneal abscesses with neutrophils
(see Fig. 9B, right panel).
Localized temporally controlled Cdsn excision in adult mouse
skin also induced a notable morphological modification of the hair
follicles. At early stages, they appeared to be distended and
associated with hypertrophic sebaceous glands (Fig. 9B, middle
panel). This was also the case when generalized Cdsn excision was
induced (Fig. 8D). At later stages, hair follicles disappeared, as
evidenced by the absence of K6 labeling (Fig. 9B,D, right panel).
These observations are reminiscent of the neonatal-skin-grafted
model, which is characterized by cyst formation and hair-follicle
degeneration.
Discussion
In this study, we performed conditional ablation of Cdsn in mouse
skin using K14-promoter driven Cre-mediated loxP recombination.
Our results demonstrated that CDSN is necessary for epidermis
integrity and barrier function in adult and neonatal mouse skin. Cdsn
is also excised in the IRS of the hair follicles. At birth, hair follicles
from KO mice appeared normal. However, they degenerated in KO
Fig. 7. Transplantation of Cdsn-deficient skin onto nude mice. Dorsal skin from WT or KO neonates was grafted onto the back of nude mice. Four weeks after
grafting is shown as a representative stage for the WT graft, whereas 4, 6, 8 and 9 weeks after grafting are shown for the KO graft. (A) Macroscopic appearance of
the transplanted skin. Grafts from KO mice develop few hairs, which become rarer and finally disappear. The skin is red, forms a scab and looks like a chronic
healing area. Sections of WT or KO skin grafted onto nude mice were stained with hematoxylin and eosin (H&E) (B) or processed for immunohistochemistry with
an antibody specific to K6 (C). Morphology of the grafted skin from WT mice is similar to that of adult mice skin. From 4 to 8 weeks, the KO grafted epidermis
becomes acanthotic and develops prominent papillomatosis. The increasing K6 expression in epidermal keratinocytes confirms its hyperproliferative state. The KO
grafted epidermis also develops prominent hyperkeratosis and parakeratosis. In the KO grafted skin, hair follicles become cystic then progressively disappear. They
are totally absent by 9 weeks after grafting. Inflammatory infiltrate in the dermis from KO skin is obvious by 4 weeks after grafting, and diminishes in the course of
the following weeks. Nine weeks after grafting, only a scab persists at the place of the KO grafted skin. K6 is only detected at the border of the graft, where the
epidermis of the nude mice is thicker, denoting its hyperproliferative state. In B and C, the graft border is indicated with a vertical arrow. (D) Histological higher
magnifications corresponding to the areas boxed in B show hyperkeratosis and parakeratosis (left) and dermal cyst formation (right). (E) Higher magnifications of
skin sections after immunostaining with K6, corresponding to areas boxed in C, show hyperproliferative region (left) and edge of the KO graft (right). SC, stratum
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grafted skin as well as in the adult KO models, revealing that CDSN
is also required for hair-follicle integrity.
Cdsn inactivation is useful to examine the function of CDSN
within the corneodesmosome. As previously shown (Matsumoto et
al., 2008), the major consequence observed here was an epidermal
tear at sites of trauma and friction. Our detailed analysis of the
neonatal phenotype showed that, although the greatly reduced
mechanical resistance of the stratum corneum is an intrinsic feature
caused by Cdsn deficiency, epidermal tear, leading to lethal barrier
defect, occurred only under mechanical stress encountered after
birth. At the histological level, blisters were found as soon as
cornification occurred, that is, at the stratum granulosum to stratum
corneum transition. Ultrastructural analysis revealed numerous
split junctions with the main structure remaining attached to the
granular keratinocytes, suggesting that the cohesive defect lies in
the upper side of the junction. Thus, although CDSN is already
present in the extracellular core of desmosomes from the stratum
granulosum, it seems to have a fundamental role only when
cornification is complete. Intriguingly, we did not observe thinning
of single or bundled corneocytes throughout the stratum corneum,
but detachment of the whole stratum corneum from the subjacent
stratum granulosum. The stratum granulosum to stratum corneum
interface might actually be the most fragile zone because it links
two epidermal layers with different junctional organizations and
mechanical characteristics: desmosomes and keratin intermediate
filaments that are organized in taut cables in the stratum granulosum
and rigid cornified envelopes linked by corneodesmosomes in the
stratum corneum.
The underlying molecular mechanism by which CDSN assumes
its adhesive function within the corneodesmosome has not been
fully elucidated. In vivo, CDSN is known to be covalently linked
to the cornified envelope (Serre et al., 1991). On the one hand, the
previously demonstrated homophilic adhesive properties of CDSN
and the strong resistance of aggregates formed by bacterially
recombinant CDSN to highly denaturing conditions (Jonca et al.,
2002; Caubet et al., 2004) suggest that, in vivo, CDSN reinforces
cohesion by its own adhesive properties. On the other hand,
adhesion provided by glycine-loop domains has been suggested to
mediate reversible and constantly adjustable intermolecular links
similar to Velcro (Steinert et al., 1991). Consistent with this, CDSN
could give the junction the elasticity essential to prevent breaking
as soon as the cell envelope rigidifies. Unlike the recent Cdsn
inactivation study (Matsumoto et al., 2008), our ultrastructural
analysis did not show any significant differences in the number of
transitional desmosomes between WT and KO neonates. Moreover,
the electron density of the corneodesmosomes appeared unchanged
(Fig. 5). Thus, CDSN does not seem indispensable for the
morphogenesis of corneodesmosomes, but appears essential to their
function as adhesive structures.
Our Cdsn KO mice developed a phenotype that was very close
to that displayed by Spink5–/– mice deficient for the serine protease
inhibitor LektI. These mice exhibited fragile stratum corneum and
perinatal death due to dehydration, with detachment of the stratum
corneum from the subjacent epidermis layers and split desmosomes
(Yang et al., 2004; Descargues et al., 2005). It was proposed that,
in the absence of LektI, the premature proteolysis of CDSN or Dsg1
contributed significantly to desmosomal fragility, epidermal
detachment and skin-barrier defects. It is interesting to note that,
in both models, the breaking points mainly lie in the junction
between living and cornified layers. This emphasizes the importance
of corneodesmosomes as cornification takes place. However, the
timing of the barrier defect differs between the two models: E18.5
for Spink5–/– mice but only after birth for our somatic Cdsn–/– mouse
model. It is tempting to suggest that in the Spink5–/– model, the
biochemical defect (absence of protease inhibitor) induces a
dysfunction of the corneodesmosomes in utero, as soon as
cornification occurs. By contrast, the absence of CDSN leads to a
mechanical deficiency and thus the barrier impairment only takes
place in the environment experienced after birth.
Grafting experiments demonstrated that the barrier defect extended
postnatally. Skin from Cdsn-deficient grafts first developed
acanthosis and hyperkeratosis. Increased expression of various
Journal of Cell Science 122 (15)
Fig. 8. Phenotype of generalized temporally controlled Cdsn KO in adult
mouse skin. Shaved adult HOMO mice were injected with vehicle only
(control) or with Tam (TAM) for 5 consecutive days, and checked daily for
phenotype onset by clinical observation and TEWL measurement.
(A) Macroscopic appearance of the mice. The ventral skin of the control
mouse has no phenotype, whereas scales are visible on the ventral area of the
TAM mouse. (B) Representative skin sections from ventral areas of control
and TAM mice were stained with hematoxylin and eosin (H&E), showing
acanthosis, hyperkeratosis and parakeratosis of the TAM mouse epidermis. In
the dermis of TAM mouse, the hair follicles display an altered morphology;
their upper part from the infudibulum to the skin surface is distended (arrows),
and they are associated with hypertrophic sebaceous glands (arrowheads).
D, dermis; E, epidermis. (C) Immunohistochemical staining with F28-27 mAb
(CDSN) of ventral skin sections from control and TAM mice shows an
effective loss of CDSN expression in the stratum granulosum of the epidermis
and the IRS of the hair follicles in TAM mouse. (D) Higher magnification
corresponding to the areas boxed in B shows in detail hyperproliferation,
hyperkeratosis and abnormally distended hair follicles (left panel),
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differentiation markers (involucrin, K10), and induced expression
of K6, confirmed the altered differentiation and the hyperproliferative
state of the grafted epidermis. Hyperproliferation and acanthosis are
thought to be compensatory responses to impaired epidermal barrier
(Proksch et al., 1991). In the case of our Cdsn-deficient graft, these
compensatory mechanisms appeared to be ineffective, and were
followed by a complete disappearance of the epidermis. This
demonstrates that CDSN is necessary for maintaining the integrity
and barrier function of the postnatal epidermis. In our inducible
models, the epidermal phenotype was very similar to that of our
Cdsn KO skin graft model, although it progressed faster (within
days). This might be due to the different location of the zone of
interest, the interscapular area in the case of the grafts, and the flank
in the inducible model, which is subjected to higher mechanical
stress. Finally, in our inducible Cdsn KO models, barrier restoration
remained unsuccessful, compromising the vital prognosis of the mice
when the whole skin area was affected. Thus, CDSN seems to have
a vital role in adult epidermis too.
Acanthosis, hyperkeratosis and parakeratosis are histological
features more generally encountered in inflammatory epidermis,
such as during wound healing or in psoriatic lesions. Although
wound healing is transitory and rapidly leads to orthokeratotic
epidermis and barrier repair, psoriatic epidermis maintains
acanthosis, hyperkeratosis and parakeratosis with barrier defect. The
situation has been described as a chronically persistent epidermal-
healing state (Nickoloff et al., 2006). Our model of induction of
Cdsn KO in adult mouse showed a persistent barrier defect similar
to that observed in psoriasis. However, although we observed
acanthosis, hyperkeratosis and parakeratosis at early stages, there
was no formation of prominent and elongated rete ridges, only a
weak inflammatory cell infiltrate, and the phenotype evolved
towards ulceration and disappearance of the epidermis. In psoriasis,
the barrier defect is thought to be associated with intrinsic
immunological defects. The lack of any distinctive feature at the
immunological level in our inducible KO model might contribute
to the differences in the intensity of the inflammatory response.
Finally, unlike our Cdsn-deficient mouse models, psoriasis is
characterized by a significant increase in CDSN expression which
is observed in multiple living layers and stratum corneum from
lesional psoriatic epidermis (Haftek et al., 1997; Allen et al., 2001).
However, the psoriasis-associated SNPs of CDSN could affect the
function of the corresponding proteins, thus participating in the
development of hyperproliferation as a compensatory mechanism
to the barrier impairment. Assessment of the functional consequence
of the amino acid substitution in alleles unique to risk haplotypes
is needed to further investigate the putative involvement of CDSN
in psoriasis pathophysiology.
Spatially controlled somatic Cdsn inactivation in mouse
epidermis, using K14-promoter driven Cre-mediated deletion, also
allowed inactivation of Cdsn in the developing hair follicle. Mice
heterozygous for the excised Cdsn allele were indistinguishable from
their wild-type littermates. In particular, they did not develop any
hair phenotype up to 8 months. This suggests that the rare autosomal
dominant human disease HSS is not caused by Cdsn
haploinsufficiency. Moreover, recent work demonstrated that
truncated CDSN, which accumulates abnormally as high-order
Fig. 9. Phenotype of localized temporally
controlled Cdsn KO in adult mouse skin. Adult
HOMO mice were shaved on both flanks and
OHT was applied on the right flank for 5
consecutive days. The treated areas were checked
daily for phenotype onset by clinical observation
and TEWL measurement. (A) Macroscopic
appearance of untreated left flank (control) or
OHT-treated right flank from representative
animals. Right flank of mice euthanized when the
phenotype was moderate (early) or more severe
(late), are presented. The scaling becomes more
marked and ulceration of the skin appears as the
phenotype progresses. (B) Representative skin
sections from control, early or late flanks stained
with hematoxylin and eosin (H&E). At early stage
(middle panel), note the development of
acanthosis, hyperkeratosis and parakeratosis, as
well as the altered morphology of the hair
follicles, which are distended from the
infudibulum to the skin surface (arrows) and
associated with hypertrophic sebaceous glands
(arrowheads). At the late stage (right panel), hair
follicles are no longer visible and a scab replaces
the epidermis (asterisk). D, dermis; E, epidermis.
(C,D) Skin sections from control, early or late
flanks processed for immunohistochemical
staining with F28-27 mAb (CDSN) (C) or with an
antibody specific to K6 (D). Absence of labeling
in early and late flanks confirms the efficient Cdsn
excision in HOMO mouse skin treated with OHT,
and the strong K6 expression confirms the
hyperproliferative state of the HOMO mice
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assemblies in the dermis of patients, organizes into proto-fibrillar
structures in vitro and is toxic to keratinocytes (Cécile Caubet, Luc
Bousset and G.S. et al., unpublished). Common features between
CDSN mutant aggregates and amyloid deposits support HSS as a
new potential amyloid disease and allow a better understanding of
the HSS pathophysiology. Analysis of skin sections from newborn
Cdsn KO mice showed a similar morphology and number of hair
follicle to those in skin from WT littermates. The KO neonates also
displayed normal whiskers. The only difference was that, in KO
pup skin, no hair follicles expressed CDSN in the IRS. Therefore,
CDSN seems to be dispensable for hair-follicle morphogenesis, as
was the case for barrier establishment in the absence of external
stress. The progressive degeneration of hair follicles and the
formation of cysts observed from 4 weeks after grafting, together
with the altered morphology and disappearance of hair follicles in
adult mouse skin induced for Cdsn excision, suggest that CDSN is
necessary for normal hair-follicle integrity. Mutation of another gene
encoding a structural protein of the IRS, DSG4, is responsible for
localized autosomal recessive hypotrichosis (LAH; OMIM 607903)
(Kljuic et al., 2003). LAH is allelic with the lanceolate hair (lah)
mouse, which fails to grow any normal hair and completely lacks
vibrissae. Finally, the inactivation of genes encoding other
desmosomal cadherins also leads to hair-follicle abnormalities. Mice
deficient for Dsg3 or Dsc3, normally detected in the outer root sheath
of the hair follicle, suffer from acantholysis between the two cell
layers surrounding the telogen hair club, leading to telogen hair
loss (Koch et al., 1998; Chen et al., 2008). Absence of Dsc1 in the
IRS of hair follicles from Dsc1–/– mice induces localized hair loss
associated with formation of utricali and dermal cysts denoting hair-
follicle degeneration (Chidgey et al., 2001). Altogether, these data
emphasize the importance of desmosomes and corneodesmosomes
in hair-follicle integrity. In our different models, the
hyperproliferative and inflammatory environment could aggravate
the hair-follicle phenotype. A mouse model with specific
inactivation of Cdsn in the IRS would be useful for an in-depth
study of the consequences of Cdsn deletion on hair-follicle integrity.
Materials and Methods
Mice, tamoxifen treatment and skin grafting
Animals were handled according to the institutional guidelines and policies. The Cdsn
mutant mouse line was established at the MCI/ICS (Mouse Clinical Institute/Institut
Clinique de la Souris, Illkirch, France; http://www-mci.u-strasbg.fr). The targeting
vector was constructed as follows. A 3 kb fragment encompassing most of the coding
region (exon 2) and corresponding to the floxed region was amplified by PCR (from
129S2/SvPas genomic DNA) and subcloned in an MCI proprietary vector, resulting
in step1 plasmid. The 5 (4.7 kb) and the 3 (3.5 kb) homologous arms were subcloned
successively into the step 1 plasmid to generate the final targeting vector. All the
coding regions were sequenced. The MCI vector has a flipped neomycin-resistance
cassette. The linearized construct was electroporated in 129S2/SvPas mouse
embryonic stem (ES) cells. After selection, targeted clones were identified by PCR
using external primers and further confirmed by Southern blot with both Neo and 5
external probes. One positive ES clone was injected into C57BL/6J blastocysts, and
derived male chimeras gave germline transmission. Chimeric offspring were mated
to FLPer (flipper) mice that express the Flp recombinase to excise the neomycin
selection marker that was flanked by Frt sites. K14-Cre and K14-CreERT2 were
described (Indra et al., 1999; Li et al., 2001). All experiments were performed on
isolated mice. Tamoxifen (Tam) and 4-hydroxy-tamoxifen (OHT) (Sigma) were
prepared as previously described (Indra et al., 1999). For K14-CreERT2 transgene
activation, 8- to 10-week-old transgenic mice were either intraperitoneally injected
with Tam (0.1 mg in 100 μl sunflower oil), or subjected to topical application of
OHT (0.02 mg in 50 μl ethanol) on the shaved flank, for five consecutive days. For
skin grafting, the dorsal skin harvested from KO (n=12) or WT (n=9) pups was grafted
onto the back (interscapular region) of 7- to 8-week-old Rj:NMRI nude mice (Janvier,
France) using the skin-flap technique (Barrandon et al., 1988). We removed the flap
2 weeks after grafting to bring the graft into an aerial environment, and started analysis
2 weeks later.
Primary antibodies
Rabbit polyclonal antibodies against K10, K6, filaggrin, involucrin, loricrin (all from
Covance Research Products), Dsg1 (Santa Cruz Biotechnology), mouse mAb MAB1501
against actin (Chemicon International), rat mAb against CD3 (clone CD3-12, Serotec)
and rat mAb against F4/80 (clone BM8, Serotec), were diluted following the
manufacturers’ recommendations. Mouse mAb F28-27, raised against human CDSN,
crossreacting with mouse CDSN, was used as previously described (Serre et al., 1991).
Epidermal protein extraction and western blot analysis
Frozen tissues were homogenized in extraction buffer (40 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA,
8 M urea, 0.25 mM PMSF, pH 7.4) with 0.1% v/v protease inhibitor cocktail (Sigma)
by the FastPrep system (MP Biomedicals). Equal quantities of protein were separated
by 12.5% SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membrane. The blots were probed
with primary antibodies and HRP-conjugated secondary antibodies (Invitrogen).
Detection was performed with ECL reagent (Amersham Pharmacia Biotech).
Histological and immunohistological analysis
Tissue samples were fixed for 24 hours in Bouin’s fixative, dehydrated for 24 hours
in 70% ethanol and embedded in paraffin. Sections (4 μm) were stained with
hematoxylin and eosin or processed for immunohistochemical analysis. Rabbit
polyclonal antibodies were detected with the appropriate ImmPRESS anti-rabbit Ig
(peroxidase) kit whereas the Vector MOM peroxidase kit was used to detect CDSN
(Vector Laboratories). Images were taken using a Nikon eclipse 80i microscope
equipped with a Nikon DXM 1200C digital camera and NIS image analysis software.
Quantitative real-time PCR experiments
Skin samples were frozen immediately after dissection and total RNAs were isolated
according to RNeasy mini columns protocol (Qiagen). Reverse transcription was
performed using a combination of oligo(dT) and random hexamers. Primer sequences
(supplementary material Table S1) were designed using Primer3 software to generate
amplicons of 100-250 bp encompassing different exons. BLAST analysis (Altschul
et al., 1997) ensured the absence of similarity to any other mouse sequence.
Amplification assays were performed with the 7300 Real Time PCR System (Applied
Biosystems) using the Sybr qPCR SuperMix with ROX (Invitrogen). Fluorescence
was quantified as Ct (threshold cycle) values. Samples were analyzed in triplicate,
with differences between the three Ct values lower than 0.3. Relative levels of gene
expression between samples were determined using 2(–ΔΔCt) (Livak and Schmittgen,
2001) with desmoglein 3 gene (Dsg3) expression for normalization. Control wells
(without template cDNA) emitted no significant fluorescence. Specificity was
assessed by sequencing the qRT-PCR amplicons.
Skin-barrier function assays
TEWL was measured using an EP1 Evaporimeter (Servo Med, AB Stockholm,
Sweden). The dye exclusion assay was performed as previously described (Hardman
et al., 1998; Marshall et al., 2000). The mice were then photographed using a Sony
DSC-W50 camera. For quantification of stratum corneum removal by tape stripping,
a quarter of a D-Squame disk (22 mm diameter, Monaderm) was placed on the flank
of neonates and stripped off, and the process was repeated once on the same area.
Tape disc fragments were incubated with shaking in 250 μl extraction buffer (40 mM
Tris-HCl, 10 mM EDTA, 8 M urea, 50 mM dithiothreitol, pH 7.4) for 1 hour at 70°C,
then centrifuged for 5 minutes at 12,000 r.p.m. and the protein content was measured
in the supernatant using a colorimetric protein assay (Bio-Rad).
Transmission electron microscopy
Specimens were fixed for at least 4 hours in 2% glutaraldehyde in Sorensen’s buffer
(pH 7.4), washed with Sorensen’s buffer, cut into pieces of ~1 mm3, postfixed for 1
hour at room temperature in 1% osmium, 250 mM saccharose in Sorensen’s buffer
(pH 7.4), dehydrated through graded ethanol solutions, transferred into propylene
oxide and embedded in araldite resin. Ultrathin 90 nm sections cut on a Reichert
Ultracut ultramicrotome were stained with uranyle acetate and lead citrate and
examined with an electron microscope (Hitachi HU12A).
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Table S1: Primers used for RT-PCR experiments 
The gene names, the accession numbers, the forward (upper line) and the reverse (lower line) 
primers and their size, are indicated. nt, nucleotide. 




Figure S1: Characterization of the inflammatory cells after localized temporally 
controlled Cdsn KO in adult mouse skin 
Skin sections from adult HOMO mice locally induced for Cdsn excision, obtained as 
described in Figure 9, were processed for immunohistochemical staining for CD3 (A) or 
F4/80 (B) for the detection of T cells or macrophages, respectively. Representative skin 
sections from untreated left flank (control, left panel) or OHT-treated right flank with a 
moderate skin phenotype (early, right panel) are shown. (A) Immunostaining with the CD3.12 
rat mAb (CD3) revealed a weak infiltrate of CD3+ T cells in the epidermis after induction of 
Cdsn excision (arrowheads). A non-specific staining of melanocytes present in the basal layer 
of epidermis and in the outer root sheath of hair follicles was detected in serial skin sections 
processed similarly for immunohistochemistry but without incubation with CD3.12 
(negative).  (B) Some macrophages and Langerhans cells, positive for F4/80 immunostaining, 
appeared in the dermis of HOMO mouse skin after induction of Cdsn excision (arrowheads). 
Bars = 50 µm 
 






RESULTATS  COMPLEMENTAIRES  1 : DESCRIPTION  DE  L’EXPRESSION  DE  LA  CDSN 
CHEZ LA SOURIS 
 
Peu  de  travaux  ayant  été  menés  chez  la  souris,  nous  avons  effectué  une  analyse  par 
immunohistochimie  de  l’expression  de  la  Cdsn  murine.  Nous  avons  pour  cela  utilisé 
l’anticorps monoclonal F28‐27 dont l’épitope est conservé entre l’homme et la souris. 
Les marquages ont été réalisés sur des coupes de peaux de souris nouveau‐nées ou adultes, 
issues de différentes  régions anatomiques  (museau, ventre, dos, queue)  (Figure 51). Nous 
avons  également  réalisé  des  prélèvements  de  langue  et  d’œsophage,  ce  dernier  étant 
cornifié chez la souris, contrairement à celui de l’homme (Figure 52).  
Sur un plan histologique, l’épiderme de souris nouveau‐née est plus épais que l’épiderme de 
souris adulte. En effet,  l’épiderme nouveau‐né  compte 4 à 6  couches de  cellules  vivantes 
contre 2 à 3 pour l’épiderme adulte. Dans les deux cas, on détecte un marquage de la Cdsn 
dans la couche granuleuse et le bas de la couche cornée de l’épiderme. Sur la peau de souris 
nouveau‐née, on peut voir plus distinctement  le marquage extracellulaire de  la Cdsn, à  la 
périphérie des derniers kératinocytes granuleux et à  l’interface couche granuleuse/couche 
cornée.  Nous  n’avons  pas  observé  de  différence  d’expression  évidente  entre  les  quatre 
territoires  anatomiques  étudiés. Nous  avons  observé  qu’au  niveau  de  la  queue  de  souris 
adulte,  la  Cdsn  est  présente  aussi  bien  dans  les  zones  orthokératosiques  que 
parakératosiques,  qui  sont  une  particularité  de  la  queue  des  rongeurs.  Finalement, 
l’expression de  la Cdsn au niveau des  follicules pileux est  identique à celle  retrouvée chez 
l’homme, c’est‐à‐dire dans les trois couches de la GEI ainsi que dans la medulla. L’ensemble 
de  ces  résultats  complètent  et  confirment  ceux  précédemment  décrits  (Gallinaro  et  al., 
2004; Montezin et al., 1997).  
L’analyse  immunohistochimique de  la  langue et de  l’œsophage de souris nouveau‐nées ou 
adultes nous a permis de vérifier l’expression de la Cdsn dans les autres épithéliums murins 
cornifiés.  Nous  avons  ainsi  mis  en  évidence  un  marquage  de  la  Cdsn  au  niveau  de 
l’épithélium des papilles de  la muqueuse  linguale ainsi qu’au niveau de  l’épithélium de  la 
muqueuse  œsophagienne.  Nous  avons  remarqué  que  l’expression  de  la  Cdsn  dans  ces 






de  la Cdsn  identique  chez  la  souris et  l’homme,  soulignant  l’intérêt de  réaliser des  souris 






























Dans  le  but  d’identifier  les  gènes  exprimés  tardivement  au  cours  de  la  différenciation  de 
l’épiderme  humain,  nous  avons  analysé  le  transcriptome  du  kératinocyte  granuleux.  De 
manière surprenante, un des gènes  les plus représentés est  le gène dermokine (DMKN) qui 
code  pour  4  familles  de  protéines  dont  la  fonction  est  toujours  inconnue.  Les  isoformes 
sécrétées  α,  β  et  γ  sont  d’expression  restreinte  à  l’épiderme,  alors  que  l’isoforme  δ  est 
intracellulaire et ubiquiste. Afin de caractériser la fonction de DMKNδ, nous avons réalisé un 




dans  des  cellules  HeLa  induit  la  formation  de  structures  punctiformes,  qui  colocalisent 
partiellement avec Rab5 et clathrine endogènes, suggérant l’implication de DMKNδ dans les 
étapes précoces de  l’endocytose. De plus, DMKNδ colocalise avec  la    transferrine dans  les 
premiers  stades de  son endocytose, mais ne module pas  sa cinétique d’endocytose ou de 
recyclage. Nous avons également montré que DMKNδ est capable de  lier  les formes active 
(liée au GTP) et  inactive  (liée au GDP) de Rab5  in  vitro mais  colocalise préférentiellement 
avec  la  forme  liée  au GDP  dans  des  cellules HeLa. De  façon  intéressante,  l’expression  de 
DMKNδ  permet  de  lever  l’inhibition  de  la  fusion  des  endosomes  causée  par  un mutant 
dominant négatif de Rab5. De plus, DMKNδ induit l’élargissement de vésicules positives pour 
Rab5 en stimulant  la  liaison au GTP de  la petite GTPase. L’ensemble de ces résultats révèle 
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The expression of the recently identified 
dermokine (Dmkn) gene leads to four families 
of proteins with as yet unknown functions. 
The secreted α, β and γ isoforms share an 
epidermis-restricted expression pattern, 
whereas the δ isoform is intracellular and 
ubiquitous. To get an insight into Dmknδ 
function, we performed yeast two-hybrid 
screening and identified the small GTPases 
Rab5 as partners for Dmknδ. The Rab5 
proteins are known to regulate membrane 
docking and fusion in the early endocytic 
pathway. GST pull-down assays confirmed 
the direct interaction between Rab5 and 
Dmknδ. Transient expression of Dmknδ in 
HeLa cells led to the formation of punctate 
structures colocalized with endogenous Rab5 
and clathrin, indicating Dmknδ involvement 
in the early steps of endocytosis. Dmknδ 
indeed colocalized with transferrin at early 
stages of endocytosis, but did not modulate its 
endocytosis or recycling kinetics. We also 
showed that Dmknδ was able to bind both 
inactive (GDP-bound) and active (GTP-
bound) forms of Rab5 in vitro but 
preferentially targeted GDP-bound form in 
HeLa cells. Interestingly, Dmknδ expression 
rescued the Rab5S34N-mediated inhibition of 
endosome fusion. Moreover, Dmknδ caused 
the enlargement of vesicles positive for Rab5 
by promoting GTP loading onto the small 
GTPase. Together our data reveal that 
Dmknδ activates Rab5 function and thus is 
involved in the early endosomal trafficking.  
 
The recent identification of the Dermokine 
(Dmkn) gene came from different studies carried 
out to identify new genes specifically expressed 
during the late stage of epidermis differentiation 
(1-5). Mapped to human chromosome 19q13.1, 
the Dmkn gene spans 25 exons. Its expression 
leads to four groups of transcripts according to 
three different transcriptional start sites, two 
transcriptional termination sites, and several 
alternative coding exons (3). The corresponding 
isoforms were named α, β, γ and δ. The δ 
transcripts, spanning from exon 6 to exon 25, are 
radically different from the α, β and γ transcripts 
(3). First, they show a very broad pattern of 
expression, including numerous tissues and 
organs (3,6-8), whereas α, β and γ mRNAs 
expression is mainly restricted to epidermis. 
Second, unlike α-, β- and γ-groups, δ mRNAs do 
not encode a putative signal peptide and are 
predicted to produce cytosolic proteins. This was 
confirmed by the expression of recombinant 
Dmknδ in transfected 293/EBNA cells (3). 
Finally, the δ family of transcripts is represented 
by a surprisingly broad number of members. We 
cloned up to 9 different cDNAs from human 
epidermis, potentially encoding 6 different 
Dmknδ proteins (3).  
Rab proteins make up the largest subfamily of 
small GTPases that play central roles in 
intracellular membrane trafficking. So far, in 
humans, the Rab family has been shown to have 
more than 60 proteins scattered around distinct 
intracellular compartments, where they regulate 
vesicle budding, transport and fusion (9,10). Rab 
proteins cycle between an active (GTP-bound) 
and an inactive (GDP-bound) state. The 
nucleotide switch leads to a Rab conformational 
change which determines the interaction with 
specific regulators and effectors that are located 
both on membranes and in the cytosol (11). The 
GDP/GTP exchange factors (GEFs) catalyze the 
conversion from the GDP- to GTP-bound state, 
whereas GTPase-activating proteins (GAPs) 
catalyze GTP hydrolysis. While the GDP 
dissociation inhibitors (GDIs) mediate delivery 
of Rab GTPases to their cognate membrane and 
recycle them back to the cytosol, the Rab escort 
proteins (REPs) only present newly synthesized 
Rab to geranylgeranyltransferase and 
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subsequently target them on the membrane 
delivery cycle  (12). Among the Rab family of 
proteins, Rab5 is a key player in the early 
endocytic pathway. It regulates clathrin-coated 
vesicle-mediated transport from the plasma 
membrane to the early endosomes as well as 
homotypic early endosome fusion. Moreover, it 
has also been implicated in endosome motility 
along microtubules (13) and actin filaments (14) 
and also in growth factor signalling (15). The 
three Rab5 paralogues Rab5a, b and c (16), 
encode isoforms showing distinct tissue 
distributions (17). At least 20 cytosolic proteins 
specifically interact with active Rab5, 
highlighting the complexity of the downstream 
regulation by this GTPase (18). 
The Dmknδ share no sequence similarity with 
any known protein. In order to elucidate its role 
we thus performed yeast two-hybrid screening 
and identified the Rab5 proteins as partners. By 
GST pull-down experiments and confocal 
microscopy analysis of transiently transfected 
HeLa cells, we further characterized the 






Cell culture and transfection- HeLa cells were 
cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium (DMEM) plus GlutaMAXTM  
supplemented with 10% heat-inactivated foetal 
bovine serum, 50 U/ml penicillin and 50 µg/ml 
streptomycin (Invitrogen) at 37°C in 5% CO2. 
HeLa cells were transfected with plasmid 
constructs using JetPEI reagent (Polyplus 
Transfection), according to the manufacturer’s 
instructions. 
RT-PCR- Total RNA, from human whole 
epidermis samples (obtained after informed 
consent according to Helsinki principles) or from 
HeLa cells grown in 35 mm dishes, was 
extracted using the RNeasy extraction kit 
(Qiagen). Reverse transcription was performed 
via a standard procedure, using 1.5 mg of total 
RNA and a mixture of oligo(dT) and random 
primers. One set of primers was chosen using the 
Primer3 software for the amplification of Dmknδ 
exons 6–7: 5’-CTGGCCTTCTCCATGCTC-3’ 
and 5’-AAATGGACATAAACCCGGG-3’. A 
pair of specific primers for the housekeeping 
gene human GAPDH was used as a control for 
cDNA quality. 
Plasmid constructs- All cDNA clones used in 
this study were obtained by polymerase chain 
reaction (PCR) with specific primers. The DNA 
sequence of the insert as well as the flanking 
regions in each cDNA clone was verified by 
sequencing.  
Yeast two-hybrid constructs- Dmknδ5 cDNA 
was generated by PCR with the previously made 
pCEP4 construct as template (3), and cloned into 
the pCR2.1TOPO vector (Invitrogen). cDNAs of 
Dmknδ5,  Dmknδ5-Nt (corresponding to exons 
13 to 19 of Dmknδ5), and Dmknδ5-Ct 
(corresponding to exons 20 to 23 of Dmknδ5), 
were subcloned into the EcoRI and SalI sites of 
pGBKT7 (Clontech). Rab5a cDNA was PCR 
amplified using the pCMV-SPORT6-Rab5a 
(purchased from RZPD) as template and cloned 
into the EcoRI and XhoI sites of the pGADT7 
plasmid (Clontech). 
Constructs for in vitro binding assays- Dmknδ5, 
Dmknδ5-Nt and Dmknδ5-Ct cDNAs were 
cloned into the EcoRI and SalI sites of pGEX-
6P-1 expression vector (Amersham Biosciences). 
Wild-type Rab5b (wt) cDNA was amplified by 
PCR from the pGAD10 construct rescued from 
yeast two-hybrid screening, and cloned into 
pCR2.1TOPO. The previously described mutants 
Rab5S34N and Rab5Q79L (19) were generated 
by site-directed PCR mutagenesis using 
Rab5bwt cDNA as template and specific primers 
harbouring the mutation concerned. Each Rab5b 
form was subcloned into the BamH1 and XhoI 
sites of pGEX-6P-1. The previously described 
“Rab5 binding domain” (R5BD) comprising the 
last 73 amino acids of rabaptin-5 (20) was 
obtained by RT-PCR from total HeLa cells 
mRNA and cloned into the EcoRI sites of the 
pGEX-6P-1 plasmid. 
Constructs for the localization studies- Dmknδ5, 
Dmknδ5-Nt and Dmknδ5-Ct were cloned into 
the BglII and SalI sites of the pEGFP-C1 vector 
(Clontech) while Rab5bwt, Rab5bS34N, 
Rab5bQ79L were cloned into the SalI and 
BamHI sites of the pDsRed1-C1 plasmid 
(Clontech).  
Yeast two-hybrid screening- The yeast reporter 
strain AH109 was sequentially transformed with 
pGBKT7-Dmknδ5 and a cDNA library 
(Matchmaker human keratinocyte library in 
pGAD10, Clontech) using a lithium-acetate-
based method following the instructions of the 
Matchmaker Gal4 two-hybrid system (Clontech). 
The double transformants were plated on 
selective medium lacking tryptophan, leucine 
and histidine and grown at 30°C for 5 days. 
Positive colonies were then picked, plated on 
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selective medium lacking tryptophan, leucine, 
histidine and adenine, and tested for β-
galactosidase activity using a replica plate assay. 
About 2.5 million library clones were screened. 
Library plasmids from positive colonies were 
isolated using Fast Prep (Thermo Scientific) with 
lysing matrix C (MP Biomedicals), rescued into 
E. coli DH5α and sequenced. 
Antibodies- Polyclonal anti-Rab5b and anti-
Rab7 antibodies were purchased from Santa 
Cruz Biotechnology. Monoclonal anti-Rab11, 
anti-LAMP1 and anti-EEA1 antibodies were 
from BD Biosciences, and monoclonal anti-
clathrin antibody was from Abcam. Monoclonal 
anti-GST and anti-GFP antibodies were from 
Cell Signaling Technology and Novus 
Biologicals respectively. Alexa-Fluor- 555 
secondary antibodies were obtained from 
Invitrogen. 
Recombinant proteins- The pGEX-6P-1 vectors 
were transformed into E. coli BL21-CodonPlus 
competent cells (Stratagene) and protein 
expression was induced with 1 mM isopropyl 
thio-β-D-galactoside (IPTG) for 2 hours at 37°C. 
Recombinant GST proteins were then extracted 
from bacteria cells and purified on a Glutathione 
Sepharose 4 Fast Flow column (Amersham 
Biosciences) according to the manufacturer’s 
instructions. GST-Rab5bwt recombinant protein 
was further treated with PreScission Protease 
(GE Healthcare) to remove the GST moiety 
following the manufacturer’s recommendations. 
Immunoblotting- Proteins separated by SDS-
PAGE on 12.5% acrylamide minigels were 
transferred to a Hybond-C extra membrane (GE 
Healthcare), blocked in 2.5% milk in TBS-0.5% 
Tween and probed overnight at 4°C with primary 
antibodies. Bound antibodies were detected with 
horseradish peroxidase-conjugated secondary 
antibodies and developed using the Lumi-Light 
kit (Roche Applied Science). To determine 
relative protein amounts, three representative 
exposures for each sample were quantitated by 
densitometry analysis using the ImageJ free 
software. 
HeLa cell protein extract- HeLa cells grown in 
35 mm dishes were harvested 36 hours after 
transfection in lysis buffer (25 mM Hepes-NaOH 
pH7.4, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1% NP40, 
10% glycerol, 1 mM DTT, protease inhibitors). 
Extracts were incubated for 5 minutes on ice and 
clarified by centrifugation (10,000 x g, 1 minute, 
4°C). The supernatants were recovered and used 
for further pull-down assays.  
GST pull-down assays- 20 µg of glutathione 
sepharose (GS) beads were coated with 30 µg of 
GST-Dmknδ5 or GST alone for 1 hour at 4°C. 
After washing and equilibration, Hela cell 
protein extract or 10 µg of Rab5b recombinant 
proteins were incubated for 1 hour at 4°C with 
coated beads. Interacting complexes were eluted 
with 10 mM Gluthation pH8 and subjected to 
immunoblotting. In some cases, cleaved 
Rab5bwt recombinant protein was preloaded 
with 500 µM of GppNHp, a non-hydrolysable 
analogue of GTP or 500 µM of GDP (Jena 
Biosciences), overnight at 4°C, in the presence 
of 10 mM EDTA and 0.3% β-mercaptoethanol. 
The nucleotide binding reaction was stopped by 
adding 10 mM MgCl2. GppNHp-bound Rab5bwt 
and GDP-bound Rab5bwt were used for further 
pull-down assays. 
GTP-loaded Rab5 pull-down assay- The GST-
R5BD pull-down assay was performed as 
previously described (21). Briefly, 80 µg of GS 
beads were coated with 100 µg of GST-R5BD. 
Beads were then incubated with fresh transfected 
HeLa cell protein extract for 1 hour at 4°C. 
Eluted interacting complexes were subjected to 
immunoblotting.  
Immunofluorescence- Hela cells were grown on 
glass coverslips for 24 hours and subjected or not 
to transient transfection. After 36 hours, the cells 
were washed with phosphate buffered saline 
(PBS) and fixed with methanol at -20°C for 2 
minutes. Some of the proteins were expressed as 
green fluorescent protein (GFP) or red 
fluorescent protein (DsRed) fusion proteins. For 
other proteins, indirect immunofluorescence was 
performed as follows. The cells were blocked 
with 2% BSA in PBS-0.05% Tween 20 for 10 
minutes at room temperature and immunostained 
with primary antibodies diluted in PBS-0.05% 
Tween20-2% BSA for 1 hour at 37°C. The 
respective AlexaFluor conjugated secondary 
antibodies were then incubated for 1 hour at 
room temperature. After extensive washing with 
PBS, the coverslips were mounted in Mowiol 
(Sigma-Aldrich) on glass slides and imaged on a 
Carl Zeiss confocal microscope LSM710. Final 
images were analysed using the Zen software 
(Carl Zeiss). 
Transferrin internalization assay- To deplete 
endogenous transferrin, HeLa cells transiently 
expressing GFP-Dmknδ5 or not alone were 
serum-starved for 2 hours at 37°C in 
internalization medium (IM) consisting of 
DMEM with 20 mM Hepes-NaOH (pH 7.4) and 
2 mg/ml BSA added. Cells were then placed on 
ice, and incubated for 30 minutes at 4°C in IM 
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containing 50 µg/ml Alexa Fluor-555 labelled 
transferrin (Invitrogen). After washing with ice-
cold PBS, prewarmed IM was added to the cells 
to allow internalization of transferrin, followed 
by incubation at 37°C for the times indicated. 
The reaction was stopped by putting the cells 
back on ice and washing with ice-cold PBS. 
Cells were then fixed with methanol at -20°C for 
2 minutes and processed for confocal 
microscopy analysis as described for the 
immunofluorescence experiments. 
Flow cytometry- Internalization and recycling of 
transferrin were quantified by fluorescence-
activated cell sorter (FACS), in HeLa cells 
transiently expressing GFP-Dmknδ5 or GFP 
alone. For these experiments, we used Alexa 
Fluor-647 labelled transferrin (Invitrogen) at the 
final concentration of 10 µg/ml in IM. 
Internalization assay was performed as 
described above except that, after stopping the 
reaction, the non-internalized transferrin was 
removed by washing with ice-cold 0.2 M acetic 
acid (pH 2.8) containing 0.5 M NaCl. Cells were 
then washed with ice-cold PBS and detached 
with ice-cold PBS containing 5 mM EDTA. 
After washing with ice-cold PBS cells were 
resuspended in FACS buffer (2% BSA in PBS). 
Alexa Fluor-647 labelled transferrin uptake was 
measured by flow cytometry and the percentage 
of transferrin that was internalized at each time-
point was calculated by subtracting background 
(fluorescence of cells subjected to acid wash 
without allowing internalization) and then 
normalized by the total amount of transferrin 
prebound at +4°C.  
For recycling experiments, cells depleted of 
endogenous transferrin were incubated for 15 
minutes at 37°C with prewarmed IM containing 
10 µg/ml Alexa Fluor-647 labelled transferrin. 
Cells were then placed on ice and washed with 
ice-cold PBS. Then, prewarmed IM was added 
followed by incubation at 37°C for the time 
indicated. Cells were then placed on ice, washed 
with ice-cold-PBS, and detached with trypsin. 
Harvested cells were washed in ice-cold-PBS 
and resuspended in FACS buffer. The amount of 
the fluorescent transferrin remained (non-
released) in cells was measured by flow 
cytometry and expressed as the percentage of the 
initial intracellular transferrin amount detected in 
cells (100%, time 0 of recycling), in each 
experimental condition. Flow cytometry and data 
collection were performed on a FACSCalibur 
cell sorter (BD Biosciences). Data analysis was 





The Dmknδ isoform family 
From the nine Dmknδ variants we previously 
cloned from human epidermis (3), we could 
deduce the sequence of 6 hypothetical proteins. 
All of them shared a 123-amino-acid-length 
minimal sequence, and could be distinguished by 
3 putative first methionine and additional 
sequences encoded by the alternative exons (Fig. 
1A and (3)). Unlike the other Dmkn groups of 
transcripts, Dmknδ mRNAs were shown to be 
ubiquitously expressed (3). In the absence of 
reliable antibody, we checked expression of 
Dmknδ by RT-PCR in human epidermis and 
HeLa cells. We thus designed a primer pair, 
specific to the Dmknδ family and common to all 
Dmknδ transcripts, allowing amplification 
between exons 6 and 7 (Fig. 1B). Four bands 
from 123 to 350 bp were amplified from human 
epidermis or HeLa cell cDNAs. After 
sequencing, they were all identified as specific to 
Dmknδ mRNAs. Amplicons of 130 and 136 bp 
resulted from two possible splice donors at the 
end of exon 6. Retention of the intron between 
the two exons resulted in the 256 bp amplicon, 
and in the DNA fragment migrating at an 
aberrant size of 350 bp, probably resulting from 
secondary structures. These results are consistent 
with the previous description of Dmkn splicing 
(5), and allow us to confirm that Dmknδ is 
expressed in HeLa cells. The following 
experiments presented in this paper which were 
carried out in order to characterize Dmknδ 
function, were performed with the Dmknδ5 
isoform. 
 
Identification of Rab5 as a binding partner for 
Dmknδ5 
The peptide sequences of the Dmknδ isoforms 
did not reveal any similarity with known 
functional domains. In order to gain an insight 
into Dmknδ function, we looked for potential 
partners using yeast two-hybrid analysis. We 
screened a human keratinocyte cDNA library 
with Dmknδ5 as a bait and obtained 5 clones 
growing on selective medium and positive for 
the β-galactosidase reporter gene assay. Four of 
them corresponded to full-length Rab5c and one 
to full-length Rab5b (Fig. 2A). The small 
GTPase Rab5 having three isoforms that share 
90 % of sequence identity (16), we used the 
yeast two-hybrid system and found that the third 
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isoform, Rab5a, was also able to interact with 
Dmknδ5 (Fig. 2A). All further experiments were 
carried out using the Rab5b isoform. In order to 
confirm the interaction between Dmknδ5 and 
Rab5, we performed GST pull-down assays 
using bacterially expressed recombinant 
Dmknδ5. GST-Dmknδ5 was able to retain Rab5, 
either present in HeLa protein extract or 
produced as recombinant (Fig. 2B). These data 
indicated that Dmknδ5 interacts with the 
endogenous Rab5 and confirmed that the 
interaction is direct. As we could not obtain 
Dmknδ specific antibody, we further analysed 
the localization of the endogenous Rab5 and the 
Dmknδ5 by confocal microscopy performed on 
HeLa cells expressing a GFP-tagged Dmknδ5. 
Rab5 was distributed throughout the cell body, 
with accumulation at the nuclear periphery (Fig. 
2C, middle panel) as previously described (22). 
GFP-Dmknδ5 was detected as diffuse in the 
cytosol  as well as concentrated in puncta 
localized in the perinuclear region (Fig. 2C, left 
panel) where it partially colocalized with 
endogenous Rab5 (Fig. 2C, arrowheads). The 
size of these structures, 0.5 to 1µm, is typical of 
endosomal vesicles (19). The expression of GFP 
alone only induced a diffuse cytosolic green 
labelling (results not shown), proving that the 
vesicle staining was related to Dmknδ5 
expression. 
 
The domain of Dmknδ5 responsible for the 
interaction with Rab5 resides in the N-terminus 
region of the protein 
To specify the domain of Dmknδ5 involved in 
the interaction with Rab5, we constructed 
cDNAs encoding the N-terminus (Nt) or the C-
terminus (Ct) of the protein, encompassing 
amino-acid residues 1 to 76 and 77 to 137, 
respectively. These constructs were assayed for 
interaction with Rab5, first by using the yeast 
two-hybrid system. As shown in figure 3A, only 
the clones expressing Dmknδ5-Nt grew on 
selective medium and expressed an active LacZ 
reporter gene. Thus, Dmknδ5 interacts with the 
small GTPase via its first 76 amino-acid 
residues. We then investigated the subcellular 
localization of both Dmknδ5 regions by confocal 
microscopy analysis of HeLa cells co-transfected 
with GFP-Dmknδ5-Nt or -Ct and DsRed-Rab5wt 
(Fig. 3B). We found that GFP-Dmknδ5-Nt was 
localized in large endosome-like structures that 
were also positive for DsRed-Rab5wt, whereas 
GFP-Dmknδ5-Ct showed a diffuse cytosolic 
pattern of expression and never colocalized with 
the DsRed-Rab5wt-positive large endosomes. 
These results are consistent with the yeast two-
hybrid assay and suggest that the vesicular 
location of Dmknδ5 is associated with the 
interaction of its N-terminus with Rab5.  
 
Dmknδ5 appears to be involved early in the 
endocytic pathway  
To further characterize the nature of GFP-
Dmknδ5 positive structures, we analysed its co-
localization in HeLa cells with several well-
characterized organelle markers of the endocytic 
pathway (Fig. 4). We first checked that transient 
expression of GFP-Dmknδ5 had no impact on 
the subcellular localization of these proteins. We 
next found that GFP-Dmknδ5 colocalized with 
clathrin on vesicles (Fig. 4A, arrowheads). 
Moreover, GFP-Dmknδ5 never colocalized with 
the Rab5 effector EEA1, suggesting that the 
GFP-Dmknδ5 vesicles positive for Rab5 are 
distinct from early endosomes (Fig. 4B). We also 
tested the late endosomal marker Rab7, the 
lysosomal protein LAMP1 and the recycling 
endosomal Rab11 and never noted any 
colocalization with GFP-Dmknδ5 (Fig. 4C-E). 
Dmknδ5 could thus play its role in the endocytic 
pathway, as early as the formation of clathrin-
coated vesicles. 
In order to confirm these results, we performed 
pulse-chase experiments of Alexa-labelled 
transferrin in HeLa cells untransfected or 
transiently expressing the GFP-Dmknδ5 (Fig. 
5A). At the beginning of the chase (0 min), 
transferrin labelling was detected on the plasma 
membrane. Fluorescent transferrin was 
subsequently internalized and accumulated in big 
perinuclear puncta formed by the transient 
expression of GFP-Dmknδ5 in the cytoplasm 
(Fig. 5A, 4 min, arrowheads). The staining of the 
membrane was no longer visible. After ten 
minutes of chase, colocalization of transferrin 
and GFP-Dmknδ5 strongly diminished (Fig. 5A, 
10 min, arrowheads), and was no longer 
noticeable after 15 minutes of uptake. We next 
investigated whether the colocalization of GFP-
Dmknδ5 with transferrin at early stages of 
endocytosis had an impact on the kinetic of 
transferrin uptake or recycling by fluorescence-
activated cell sorter. No accelerated or delayed 
kinetics of internalization or recycling of 
transferrin was observed in HeLa cells 
expressing GFP-Dmknδ5 in comparison to HeLa 
cells expressing GFP alone (Fig. 5B, C). Overall, 
these results confirm that Dmknδ5 plays its role 
upstream of sorting endosome formation, 
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probably during the clathrin-coated vesicle 
formation and/or transport, but does not 
modulate the kinetics of endocytosis or recycling 
of transferrin. 
 
Dmknδ5 interacts in vitro with both inactive 
and active forms of Rab5, but preferentially 
colocalizes with inactive Rab5 in vivo 
Protein interaction with Rab5 is modulated 
according to the nucleotide status of the small 
GTPase. In order to determine whether Dmknδ5 
interacts preferentially with the active or the 
inactive form of Rab5, we performed GST pull-
down assays. Recombinant Rab5 was subjected 
to an exchange reaction to load it with either 
GppNHp or GDP and test its interaction with 
GST-Dmknδ5 immobilized on glutathione-
sepharose beads. Both GppNHp and GDP-bound 
Rab5 were retained by GST-Dmknδ5 (Fig. 6A). 
We then analysed the in vivo colocalization of 
Dmknδ5 with the constitutively active or 
inactive forms of Rab5. For this purpose, HeLa 
cells were co-transfected with GFP-Dmknδ5 and 
DsRed-Rab5Q79L, or DsRed-Rab5S34N. 
Expression of the constitutively active DsRed-
Rab5Q79L induced the formation of giant early 
endosomes as previously described (19). These 
structures appeared negative for GFP-Dmknδ5 
which localized to smaller vesicles (Fig. 6B, 
upper panel). In contrast, GFP-Dmknδ5 
colocalized with DsRed-Rab5S34N to a large 
extent (Fig. 6B, middle panel). Interestingly, the 
forced expression of Dmknδ5 seemed to modify 
the morphology and the localization of the 
structures positive for the dominant negative 
Rab5 mutant. HeLa cells expressing GFP and 
DsRed-Rab5S34N formed typical tubulo-
vesicular structures consistent with the inability 
of the mutant to promote membrane fusion (19) 
(Fig. 4B, lower panel). In contrast, GFP-
Dmknδ5 and DsRed-Rab5S34N colocalized into 
big endosome-like vesicles (1-1.5µm) scattered 
around the cytoplasm. Hence, Dmknδ5 is able to 
interact with both the active and the inactive 
forms of Rab5 in vitro, but preferentially 
localizes with the inactive mutant of Rab5 in 
vivo. 
 
Dmknδ5 modifies the balance between 
inactive/active Rab5 in HeLa cells 
Interestingly, we saw that, when GFP-Dmknδ5 
was expressed in addition to DsRed-Rab5wt, it 
induced the enlargement of the DsRed-Rab5wt 
positive structures (Fig. 7A). The diameter of 
these vesicles increased from 1-1.5 µm when 
DsRed-Rab5wt was coexpressed with GFP alone 
(Fig. 7A, lower panel), to 2-3 µm when it was 
coexpressed with GFP-Dmknδ5 (Fig. 7A upper 
panel). The large to giant vesicles induced by the 
transient expression of GFP-Dmknδ5 together 
with DsRed-Rab5wt are reminiscent of the giant 
endosomes caused by the constitutively active 
form Rab5Q79L (19). This suggests that 
Dmknδ5 has an impact on the switch between 
the inactive (GDP-bound) and the active (GTP-
bound) state of Rab5. To clarify this issue, we 
performed a GST pull-down assay based on the 
ability of the Rab5 binding domain (R5BD) of 
Rabaptin5, a Rab5 effector, to specifically link 
GTP-bound Rab5 (20,23). We produced GST-
R5BD recombinant protein and used it to pull 
down Rab5-GTP in HeLa protein extract.  HeLa 
cells were transfected with DsRed-Rab5wt and 
either GFP, GFP-Dmknδ5, GFP-Dmknδ5-Nt or 
GFP-Dmknδ5-Ct. We checked that all these 
GFP-tagged proteins were efficiently expressed 
in transfected HeLa cells, as shown in Figure 7B 
(bottom panel). Using an anti-Rab5 antibody, we 
confirmed the presence of the DsRed-Rab5wt in 
HeLa protein extracts (Fig. 7B, middle panel). 
We also detected, with the same antibody, the 
DsRed-Rab5-GTP retained by the R5BD-GST 
beads (Fig. 7B, upper panel). After 
quantification by densitometry, we found 
significantly increased levels of active DsRed-
Rab5wt among cells expressing GFP-Dmknδ5 (~ 
2.5 fold) and, to a lesser extent, in cells 
expressing GFP-Dmknδ5-Nt (~ 1.5 fold) (Fig. 
7C). This is consistent with our previous 
observation that GFP-Dmknδ5-Nt co-expressed 
with DsRed-Rab5wt did not induce the 
formation of giant vesicles (see Fig. 3B). In 
contrast, the C-terminal domain of Dmknδ5 had 
no effect on DsRed-Rab5wt GTP level (Fig. 7B, 
C). We can thus conclude that Dmknδ5 is able to 
modulate Rab5 activity by promoting its GTP 
loading. Moreover, the N-terminal region of 
Dmknδ5 does not seem to be functional, 





In this work, we describe for the first time the 
function of the ubiquitous Dmkn isoform, 
Dmknδ. By yeast two-hybrid and GST pull-
down assays, we identified the small GTPase 
Rab5 as partner for Dmknδ5. 
We observed that Dmknδ5 expression in HeLa 
cells modified some vesicle features. Dmknδ5 is 
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sufficient to relocalize the Rab5S34N dominant 
negative mutant to large vesicular structures, 
scattered around the cytosol. The expression of 
Dmknδ5 could provoke endosome fusion in spite 
of the inhibitory effect of Rab5S34N. Such a 
rescue from Rab5S34N-mediated inhibition of 
endosome fusion has been described in the case 
of BHK cells transiently expressing the 
Rab5GEF Rabex5 (23). Another feature of 
Dmknδ5 is its ability to enlarge the vesicles 
induced by Rab5wt expression in HeLa cells, 
from 1-1.5 µm to more than 2 µm. This vesicle 
size is reminiscent of that observed when the 
Rab5-GTP mutant is expressed in HeLa cells 
(19). These data suggest that Dmknδ5 is able to 
promote early endosome fusion in vivo. Finally, 
we showed that Dmknδ5 activated Rab5 in vivo, 
by promoting GTP loading onto the small 
GTPase. This result is consistent with the 
observed Dmknδ5 impact on the morphology of 
Rab5 positive vesicles, and with Dmknδ5 
preferential targeting of the GDP-bound Rab5 in 
vivo. Altogether, we found that Dmknδ5 
activated Rab5 function and thus was involved in 
early endosome dynamics. 
The vesicles induced by Dmknδ5 expression in 
HeLa cells colocalized only partially with Rab5. 
We thus investigated other known organelle 
markers in order to identify these Dmknδ5 
structures. We found colocalization only with 
clathrin, which is present on plasma membrane 
and clathrin-coated vesicles. The Dmknδ5-
positive vesicles never contained the early 
endosomal marker EEA1. These results were 
supported by the analysis of fluorescently 
labelled transferrin endocytosis. Transferrin was 
present in the same structures as Dmknδ5, from 
0 to 10 minutes of chase, which corresponds to 
the transport of transferrin from the plasma 
membrane to the early endosome. Colocalization 
was reduced after 10 minutes of uptake, a time 
reported to match the association of Rab5 with 
EEA1 positive vesicles (24). Finally, 
colocalization was no longer visible 15 minutes 
after the beginning of the chase, a time 
corresponding to transferrin transfer into 
structures positive for Rab5 and Rab11 (25). 
Therefore, Dmknδ5 positive vesicles seem to 
transport transferrin from the plasma membrane 
to the sorting endosomes. However, we did not 
find any difference in the kinetics of the 
transferrin uptake or recycling between HeLa 
cells expressing GFP-Dmknδ5 or not.  
We also investigated the specificity of Dmknδ5 
binding towards Rab5 nucleotide state. In vitro, 
we found that it could bind to either the active 
GTP-bound or the inactive GDP-bound form of 
Rab5. Similar biochemical properties have been 
reported in the case of ALS2, Varp or the RIN 
family (26-30), all these proteins being identified 
as Rab5GEFs.  
We identified the three Rab5 isoforms as 
partners for the Dmknδ5. Currently, few data 
comparing these three proteins are available. In a 
large scale analysis of Rab protein distribution, 
Gurkan et al. found that, despite their high 
homology, Rab5a, b and c exhibited distinct 
tissue distribution (17). Moreover, although the 
three isoforms play their major role in the early 
endocytic pathway (16), they could be 
specifically regulated (31,32) and differently 
involved in some processes (33,34). Their 
specificity of function may also reside in 
particular affinity with some partners, like GEF. 
It has recently been shown that Rin1 and Gapex-
5, two Rab5 GEFs, could bind to either a single 
Rab or indifferently the three isoforms, 
respectively (15). Dmknδ5, like Gapex-5, 
showed no significant specificity towards 
isoforms.  
Overall, these in vivo and in vitro experimental 
results strongly suggest that Dmknδ5 acts like a 
GEF for Rab5. However, its amino-acid 
sequence lacks the well characterized VPS9 
domain which is common to all Rab5 GEFs and 
required for the nucleotide exchange reaction 
(35). Such properties have recently been 
described for another Rab5 partner, the caveolin-
1 (36). The authors hypothesized that caveolin-1 
may recruit Rab5-GEF or promote its function 
onto Rab5, by direct binding. Dmknδ5 might 
have the same properties.  
Our yeast two-hybrid screening did not allow us 
to identify a molecular partner for Dmknδ5 other 
than Rab5. However, this hypothesis is not 
excluded. Dmknδ5 binds to Rab5 via its N-
terminal domain but coexpression of GFP-
Dmknδ5-Nt and DsRed-Rab5wt in HeLa cells 
did not lead to formation of giant structures such 
as we observed when the full length GFP-
Dmknδ5 was expressed instead of the truncated 
protein. Consistent results were found with the 
R5BD pull-down assay, showing that Rab5 
activation by Dmknδ5 is reduced when only the 
N-terminal domain of the protein is expressed. 
Thus, the N-terminal part of Dmknδ5 is 
necessary but not sufficient for full function on 
Rab5 activation. Consequently, Dmknδ5 may 
interact, via its C-terminal domain, with another 
partner accounting for its modulation of Rab5 
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activation. Such an interaction may also be 
consistent with the vesicular location of 
Dmknδ5, which is not always correlated with the 
Rab5 one.  
In conclusion, we found that Dmknδ5 is a new 
actor of the early endocytic pathway. Its direct 
interaction with Rab5 leads to activation of the 
small GTPase. We also showed that Dmknδ5 is 
involved in endocytosis of transferrin. Further 
studies will help to determine which molecular 
mechanisms and other potential partners are 
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Fig. 1. Organization of human Dmknδ isoform family. A. Amino-acid sequences encoded by different 
exons are individualized by yellow or white boxes, and the corresponding exon number is indicated at 
the bottom. The amino-acid sequences encoded by the alternative exons 9, 11, 12 and 20 are in italic. 
The putative first methionine that can be at amino-acid position 1, 3 or 76, is indicated in blue. B. 
Detection of Dmknδ transcripts by RT-PCR in HeLa cells and adult human epidermis. Four amplicons 
corresponding to Dmknδ sequences encompassing exons 6 and 7 were obtained (see text for details) 
(upper panel). Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) control amplification led to a 
983-bp fragment (bottom panel). 
 
Fig 2. Rab5 is a partner of Dmknδ5. A. A library cDNA from human foreskin keratinocytes was used 
in a yeast two-hybrid screening to identify potential partners for Dmknδ5. Positive clones, identified 
as Rab5b and Rab5c, were able to grow on selective medium and were positive for the β–galactosidase 
filter assay. cDNA encoding Rab5a was subsequently cloned and tested for interaction with Dmknδ5 
following the same experimental procedure. Three representative clones of each double transformant 
corresponding to Dmknδ5/Rab5b, -c or -a are shown. B. GST-Dmknδ5 fusion protein was captured on 
glutathione-sepharose beads before loading HeLa protein extract (HeLa) or purified recombinant wild-
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type Rab5 (Rab5). Proteins initially loaded onto the column (input) or eluted from the column (output) 
were detected by immunoblotting with an antibody directed against Rab5. Control pull-down assays 
were carried out in parallel by using immobilized GST alone instead of GST-Dmknδ5. C. HeLa cells 
were transiently transfected with GFP-Dmknδ5 (green) and processed for immunofluorescence 
analysis using an anti-Rab5 antibody (red). Representative transfected cells are shown, where GFP-
Dmknδ5 is found in punctate structures (arrowheads) partially colocalized with endogenous Rab5, in 
addition to a diffuse cytoplasmic staining. 
     
Fig 3. The N-terminal region of Dmknδ5 is responsible for the interaction with Rab5. A. δ5-Nt and δ5-
Ct were tested for interaction with Rab5 using yeast two-hybrid system. Expression of the reporter 
genes assay is shown for three representative clones of each double transformant (δ5-Nt/Rab5 and δ5-
Ct/Rab5). Only the clones co-expressing δ5-Nt and Rab5 were able to grow on selective medium and 
were positive for the β–galactosidase filter assay. B. HeLa cells were transiently transfected with 
DsRed-Rab5wt (red) and GFP-δ5-Nt or GFP-δ5-Ct (green) and observed by confocal microscopy. 
Only GFP-δ5-Nt colocalized with DsRed-Rab5wt. Bar, 5 µm    
      
Fig 4. Characterization of Dmknδ5 positive vesicles. HeLa cells transiently transfected with GFP-
Dmknδ5 (green) were processed for immunofluorescence analysis using antibodies directed against 
the endogenous organelle markers (red) clathrin (A), EEA1 (B), Rab11 (C), Rab7 (D) or LAMP1 (E). 
Cells were then visualized by confocal microscopy. Colocalization with GFP-Dmknδ5 was obvious 
only with clathrin as seen in the merged images (A, arrowheads). Bars, 5 µm   
 
Fig 5. Dmknδ5 transiently expressed in HeLa cells colocalizes with transferrin at early stages of 
endocytosis but does not influence the kinetics of transferrin uptake or recycling. A. HeLa cells 
transiently transfected with GFP-Dmknδ5 were serum-starved and incubated with AlexaFluor-555 
conjugated-transferrin for 30 min at 4°C (0 min). Transferrin uptake was then carried out for 4, 10, 15 
or 30 min at 37°C, as indicated. Localization of GFP-Dmknδ5 (green) and Alexa Fluor-555 
conjugated-transferrin (red) was then observed by confocal microscopy. Arrowheads show 
colocalization between GFP-Dmknδ5 and transferrin. Bars, 5 µm. B, C. Kinetics of endocytosis (B) 
and recycling (C) of transferrin in HeLa cells transiently expressing GFP-Dmknδ5 (black square) or 
GFP alone (open circle). AlexaFluor-647 conjugated-transferrin uptake was engaged by incubating 
cells at 37°C and determined at each time point by flow cytometry as indicated in “Experimental 
procedures”. Results are expressed as the percentage of internalized transferrin with respect to the 
prebound transferrin at +4°C (B). Recycling of internalized transferrin was assessed by first loading 
cells with AlexaFluor-647 conjugated-transferrin for 15 min at 37°C. The recycling of intracellular 
transferrin was determined at the indicated time points by incubating cells at 37°C and analyzing by 
flow cytometry as indicated in “Experimental procedures”. Results are expressed as the percentage of 
initial (time 0, 100%) intracellular tranferrin (C). In B and C, the graphs are mean ± SD of three 
independent experiments.    
 
Fig 6. Dmknδ interacts with active and inactive Rab5. A. After capture of GST-Dmknδ5 fusion protein 
on glutathione-sepharose beads, purified recombinant wild-type Rab5 (Rab5), incubated beforehand 
with GppNHp (active conformation) or GDP (inactive conformation), was loaded. Proteins initially 
loaded onto the column (input) or eluted from the column (output) were detected by immunoblotting 
with an antibody directed against Rab5. Control pull-down assays were carried out in parallel by using 
immobilized GST alone instead of GST-Dmknδ5. B. HeLa cells were transiently transfected with 
GFP-Dmknδ5 (green) and DsRed-Rab5Q79L or DsRed-Rab5S34N (red), respectively. Cells were 
then visualized by confocal microscopy. As seen in the merged images, GFP-Dmknδ5 weakly 
colocalizes with DsRed-Rab5Q79L (upper panel), whereas colocalization is complete with DsRed-
Rab5S34N (middle panel). Comparison of the DsRed-Rab5S34N fluorescence in HeLa cells 
expressing GFP alone (lower panel) or GFP-Dmknδ5 (middle panel) highlights the ability of Dmknδ5 
to modify the morphology of the structures positive for DsRed-Rab5S34N. Bars, 5 µm  
Fig 7. Dmknδ expression in HeLa cells modifies the balance Rab5-GTP/Rab5-GDP. A. HeLa cells 
transiently transfected with DsRed-Rab5wt (red) and GFP-Dmknδ5 or GFP alone (green), were fixed 
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and observed by confocal microscopy. Transiently expressed DsRed-Rab5wt forms large endosomes 
which never colocalize with GFP (lower panel). When GFP-Dmknδ5 is coexpressed with DsRed-
Rab5wt, some vesicles become giant (asterisk) and colocalization between the two fluorescent proteins 
is obvious. Bars, 5 µm B. DsRed-Rab5wt was co-expressed in HeLa cells with GFP, GFP-Dmknδ5 
(GFP-δ5), GFP-Dmknδ5-Nt (GFP-δ5Nt), or GFP-Dmknδ5-Ct (GFP-δ5Ct) as indicated. Top, detection 
of DsRed-Rab5wt-GTP amount retained by R5BD-GST with the anti-Rab5 antibody. Middle, total 
amount of DsRed-Rab5wt protein present in each HeLa protein extract used for the pull-down 
experiment as determined by immunoblot with the anti-Rab5 antibody. Bottom, expression analysis of 
the different GFP-tagged constructs immunoblotted with the anti-GFP antibody. C. Quantification of 
active DsRed-Rab5wt-GTP. The ratio of DsRed-Rab5wt-GTP over total DsRed-Rab5wt was 
determined for each condition. Western blots from two independent experiments were analysed by 
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                 10        20        30        40        50        60        70        80 
                  |         |         |         |         |         |         |         | 
DMKNδ1   MR------------------------------------------------GQGSSWGSGGGDAVGGVNTVNSETSPGMFNFD 
DMKNδ2   MR--------------------------------------------------------------------NSETSPGMFNFD 
DMKNδ3   MR--------------------------------------------------------------------NSETSPGMFNFD 
DMKNδ4   --MRTVKPDSRSLQLLYSFPCHHQTKVLWSPDSGDRCCIRHGAWRAVGLHGQGSSWGSGGGDAVGGVNTVNSETSPGMFNFD 
DMKNδ5   -----------------------------------------------------------------------------MFNFD 
DMKNδ6   -----------------------------------------------------------------------------MFNFD 




               90       100       110       120       130       140       150       160 
                |         |         |         |         |         |         |         | 
DMKNδ1   TFWKNFKSKLGFINWDAINKNQVPPPSTRALLYFSRLWEDFKQNTPFLNWKAIIEGADASSLQKRAGRDDQ--------- 
DMKNδ2   TFWKNFKSKLGFINWDAINKNQVPPPSTRALLYFSRLWEDFKQNTPFLNWKAIIEGADASSLQKRAGRDDQPGAGWQEVA 
DMKNδ3   TFWKNFKSKLGFINWDAINKNQVPPPSTRALLYFSRLWEDFKQNTPFLNWKAIIEGADASSLQKRAGRDDQ--------- 
DMKNδ4   TFWKNFKSKLGFINWDAINKNQVPPPSTRALLYFSRLWEDFKQNTPFLNWKAIIEGADASSLQKRAGRDDQ--------- 
DMKNδ5   TFWKNFKSKLGFINWDAINKNQVPPPSTRALLYFSRLWEDFKQNTPFLNWKAIIEGADASSLQKRAGRDDQPGAGWQEVA 
DMKNδ6   TFWKNFKSKLGFINWDAINKNQVPPPSTRALLYFSRLWEDFKQNTPFLNWKAIIEGADASSLQKRAGRDDQ--------- 
EXONS      E14        E16  E17   E19  E20 
 
 
              170       180       190       200       210 
                |         |         |         |         | 
DMKNδ1   -----NYNYNQHAYPTAYGGKYSVKTPAKGGVSPSSSASRVQPGLLQWVKFW 
DMKNδ2   AVTSKNYNYNQHAYPTAYGGKYSVKTPAKGGVSPSSSASRVQPGLLQWVKFW 
DMKNδ3   -----NYNYNQHAYPTAYGGKYSVKTPAKGGVSPSSSASRVQPGLLQWVKFW 
DMKNδ4   -----NYNYNQHAYPTAYGGKYSVKTPAKGGVSPSSSASRVQPGLLQWVKFW 
DMKNδ5   AVTSKNYNYNQHAYPTAYGGKYSVKTPAKGGVSPSSSASRVQPGLLQWVKFW 
DMKNδ6   -----NYNYNQHAYPTAYGGKYSVKTPAKGGVSPSSSASRVQPGLLQWVKFW 
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chez  la  levure, nous avons  identifié, en plus des petites GTPases Rab5, un autre partenaire 
pour la DMKNδ5, la protéine POR‐1. 
POR‐1  (Partner Of Rac‐1) ou Arfaptin2 est une protéine ubiquiste, dont  la  fonction n’a été 
que peu étudiée. Elle joue le rôle d’intermédiaire entre les petites GTPases Rac1 et Arf1 ou 
Arf6  (Shin  and  Exton,  2005;  Tarricone  et  al.,  2001),  et  a  été  impliquée  dans  la 
physiopathologie de la maladie de Huntington (Peters et al., 2002; Rangone et al., 2005). 
Rac1  agit  comme  un  « interrupteur » moléculaire,  intervenant  dans  la  réorganisation  du 
cytosquelette  d’actine.  Les  protéines  Arf1  et  Arf6  sont  quant  à  elles  impliquées  dans  le 
transport vésiculaire entre le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi. Comme toutes 
les petite GTPases,  les protéines Rac et Arf réalisent un cycle entre une forme  liée au GDP 
inactive et une  forme active  liée au GTP. La  liaison des protéines Rac et Arf sur POR‐1 est 
mutuellement exclusive. POR‐1 va se lier à Rac1‐GDP et la séquestrer dans le cytoplasme des 
cellules,  jouant  ainsi  le  rôle  d’inhibiteur  vis‐à‐vis  de  Rac1.  L’activation  d’Arf  (Arf‐GTP)  va 
entrainer sa liaison à POR‐1 au niveau des vésicules golgiennes, et donc la libération de Rac1 
qui pourra être activé et réorganiser  le cytosquelette d’actine  (Figure 53)  (Tarricone et al., 
2001).  POR‐1  agit  donc  comme  inhibiteur  de  type  « Guanine  nucleotide  Dissociation 











acides  aminés  et  commun  à  toutes  les  isoformes  DMKNδ  et  le  domaine  COOH‐terminal 
composé  des  61  derniers  acides  aminés  dont  ceux  codés  par  l’exon  alternatif,  l’exon  20 
(Figure 54A). Ces deux fragments ont été testés en double hybride chez la levure avec POR‐1 
et  nous  avons montré  que  l’interaction  se  fait  via  le  domaine NH2‐terminal  de DMKNδ5 
(Figure 54B). D’autres expériences de double hybride nous ont permis de déterminer que 








après  immunoempreinte.  Nous  avons  d’autre  part  réalisé  des  analyses  par 
immunofluorescence indirecte avec un anticorps anti‐POR‐1, sur des cellules HeLa exprimant 
la DMKNδ5 en  fusion avec  la GFP. Nous avons observé un marquage vésiculaire de POR‐1 
dans  le  cytoplasme  des  cellules  HeLa  mais  aucune  colocalisation  avec  la  GFP‐DMKNδ5 


























histologiques et biochimiques, nous  avons besoin d’outil  immunologique  spécifique. Nous 
avons donc produit un sérum anti‐peptide dirigé contre les Dmkn β et γ murines. En effet, la 
séquence  en  acides  aminés  du  peptide  ayant  servi  à  l’immunisation  des  lapins  pour  la 
production  de  l’anticorps  ZD‐AB  anti‐DMKNβγ  humaines,  dont  nous  disposons  au 
laboratoire,  n’est  pas  conservé  chez  la  souris.  Nous  avons  donc  cherché  des  peptides 
antigéniques dans la séquence commune aux isoformes Dmkn β et γ de souris et spécifiques 
de ces protéines. 
Pour  réaliser  notre  anticorps,  nous  avons  choisi  comme  stratégie  d’immuniser  des  lapins 









Pour  déterminer  les  séquences  immunogènes  de  la  Dmknβ murine,  nous  avons  utilisé  2 
outils  gratuits  disponibles  sur  internet (http://bio.dfci.harvard.edu/Tools/antigenic.pl  et 
http://emboss.ch.embnet.org/Pise/antigenic.html). En  compilant  les  résultats des 2  sites, 
et en prenant en compte les critères précédemment cités, nous avons retenu 5 régions de la 
protéine  (Figure 55 cadres  jaunes). La dernière étape a été d’identifier, parmi ces  régions, 
des peptides d’environ 15 acides aminés de long, spécifiques des Dmkn β et γ chez la souris. 
Afin de vérifier cette spécificité qui permet d’éviter les réactions croisées de l’anticorps avec 
d’autres antigènes, nous avons  interrogé  les bases de données protéiques (BlastP) avec  les 
différentes séquences peptidiques,  et seulement 2 peptides se sont révélés spécifiques pour 








Figure  55 :  Détermination  des  peptides  antigéniques  pour  la  production  d’un  anticorps  anti‐
Dmknβγ de souris 
La  séquence  protéique  de  la  Dmknβb  de  souris  est  représentée.  Les  acides  aminés  orange 
correspondent au peptide signal, ceux en gris à  la région protéique qui n’est pas commune avec  la 
Dmknγ. Les cystéines sont en vert,  le site potentiel de N‐glycosylation en bleu et  les acides aminés 
codés  par  des  exons  alternatifs  sont  en  lettres minuscules.  La  séquence  peptidique  soulignée  en 
violet correspond à la région homologue chez l’homme utilisée pour la production de l’anticorps ZD‐






de  peau  de  souris  adulte  C57BL/6,  avec  des  amorces  spécifiques  de  chaque  famille 
d’isoforme  (Figure  56).  Le  sous‐clonage  de  ces  ADNc  dans  des  vecteurs  d’expression 
eucaryote  et  procaryote  nous  permettra  de  produire  les  Dmkn  murines  sous  forme 
recombinante. Nous pourrons ainsi purifier notre antisérum et  tester  sa  spécificité  sur  les 
Dmkn β et γ murines ainsi que l’absence de réaction croisée avec la Dmknα de souris. Etant 
donné que  les  séquences  en  acides  aminés des peptides utilisés pour  l’immunisation des 
lapins ne sont pas conservées chez l’homme, nous pourrons également vérifier l’absence de 
réactivité avec  les DMKN β et  γ humaines. Finalement, nous validerons  l’anticorps par des 










amorces ayant  servi à  la RT‐PCR est  localisé. Les carrés vert et bleu correspondent aux  séquences 
codées par  les exons  spécifiques des Dmkn  α et  γ  respectivement.  (B) Résultats de  la RT‐PCR. Les 


















nombreux modèles  de  souris  présentant  des  troubles  de  la  peau  et  pouvant  ainsi  être 
utilisés pour l’étude de pathologies humaines spécifiques (Sundberg et al., 2010).  
La  peau  de  souris  présente  néanmoins  des  particularités  en  comparaison  avec  la  peau 
humaine (résumées dans le Tableau 3), ce qui peut parfois expliquer des différences entre la 
physiopathologie humaine et le modèle animal étudié. La peau de souris adulte est plus fine 
qu’une  peau  humaine  et  est  également  pourvue  de  très  nombreux  follicules  pileux. 
L’épiderme murin ne possède que 2 à 3 assises de kératinocytes en comparaison de 10 à 15 
chez l’homme et il présente un renouvellement plus rapide.  
Malgré  ces  dissemblances,  plusieurs  modèles  murins  ont  été  réalisés  et  ont  permis 
d’élucider  le  rôle de nombreux gènes exprimés  tardivement au cours de  la différenciation 
épidermique  tels  que  Tgm1  (Matsuki  et  al.,  1998),  Krt10  (Porter  et  al.,  1996),  Spink5 
(Descargues et al., 2005; Hewett et al., 2005; Yang et al., 2004) ou Claudin1  (Furuse et al., 
2002)  (cf :  Paragraphe  I.D.3  –  Tableau  5).  Ainsi,  le  développement  d’un  modèle  murin 










































dans  l’épiderme et  le  follicule pileux de nos souris, mais pas dans  les épithéliums oraux et 
digestifs. Cette inactivation conditionnelle nous affranchit des possibles problèmes liés à des 
défauts dans  ces  épithéliums,  comme déjà  rencontrés  chez des  souris  invalidées pour un 
composant des desmosomes, la Dsg3 (Koch et al., 1997). En effet, ces souris présentent une 
atteinte des muqueuses orales, ne peuvent s’alimenter et subissent donc une perte de poids 
massive, parfois  létale. Dans notre modèle  inductible, nous avons donc pu affirmer que  les 
souris  adultes  inactivées  pour  le  gène  Cdsn meurent  d’un  trouble majeur  de  la  barrière 
épidermique, et non pas d’un défaut d’alimentation ou d’hydratation. 
Etant donné le caractère unique de la CDSN, nous nous attendions à un trouble grave de la 












de  la CDSN dans  l’épiderme.  Les  souris  invalidées pour  le gène Cdsn  (Cdsn‐/‐) étudiées  au 
cours de cette thèse, nous ont permis de répondre à ces hypothèses et nous ont amené à 
soulever d’autres questions. 
En  2008,  une  équipe  japonaise  a  publié  une  étude  concernant  un  autre modèle murin 
inactivé  pour  Cdsn,  réalisé  par  insertion  d’une  cassette  LacZ‐néomycine  dans  l’exon  1  du 
gène (Matsumoto et al., 2008). Dans ces travaux, les auteurs disent que la Cdsn jouerait un 
rôle  dans  la  morphogénèse  des  cornéodesmosomes.  En  effet,  par  des  analyses  en 
microscopie  électronique  à  transmission,  ils  ont  trouvé  que  les  cornéodesmosomes  des 
souris Cdsn‐/‐ étaient moins denses aux électrons et beaucoup moins nombreux que ceux des 
souris  sauvages. Afin  de  vérifier  ces  données,  nous  avons  également  réalisé  des  analyses 
ultrastructurales  sur  l’épiderme  de  nos  souris  nouveau‐nées  Cdsn‐/‐.  Contrairement  au 
précédent modèle,  nous  n’avons  pas mis  en  évidence  de  diminution  de  la  densité  aux 





Les  souris  inactivées  pour  le  gène  Spink5,  qui  code  pour  l’inhibiteur  de  protéases  Lekti, 
présentent un phénotype similaire à nos souris Cdsn‐/‐. Elles meurent dans les heures suivant 
la  naissance  à  cause  d’une  forte  déshydratation  due  à  un  trouble  de  la  perméabilité 
épidermique. Sur le plan histologique, les souris Spink5‐/‐ présentent un décollement de leur 
couche  cornée  spécifiquement  à  l’interface  couche  granuleuse/couche  cornée  résultant 
d’une  rupture  des  desmosomes  transitionnels.  Cette  dernière  s’explique  par  une  activité 





et  Dsg1)  (Descargues  et  al.,  2005;  Yang  et  al.,  2004).  Contrairement  à  notre modèle,  le 
trouble  de  la  barrière  chez  les  souris  Spink5‐/‐  survient  in  utero,  dès  E18,5.  Ces  données 
suggèrent  donc  que  le  rôle  de  la  Cdsn  au  sein  du  cornéodesmosome  n’est  pas  un  rôle 
protecteur des cadhérines vis‐à‐vis des protéases, sinon nous observerions un trouble de la 
barrière plus précoce (in utero) chez nos souris Cdsn‐/‐.  
Nous  avons  démontré  grâce  à  nos  modèles  murins  que  la  Cdsn  est  indispensable  à  la 
cohésion de  la couche cornée, et qu’elle confère au cornéodesmosome sa forte résistance, 
essentielle  pour  survivre  dans  un  environnement  terrestre  où  l’épiderme  est  sans  cesse 
soumis à des stress mécaniques. Certaines questions restent cependant en suspens. 
Sur  un  plan  mécanique,  nous  ne  savons  pas  si  la  Cdsn  apporte  au  cornéodesmosome 
souplesse ou  rigidité. Etant donné  l’implication de  ses boucles glycine dans  ses propriétés 
d’adhérence  homophile,  on  pourrait  supposer  que  la  Cdsn  apporte  plutôt  une  certaine 
adaptabilité,  avec  la  possibilité  de  faire  et  défaire  ses  liens  homophiles  à  la manière  de 
Velcro. Son absence pourrait alors rendre  le cornéodesmosome trop rigide et provoquer sa 
rupture lors de contrainte physique.  
A  ce  jour,  aucun partenaire, protéique ou  lipidique, n’a  été  identifié pour  la CDSN.  Etant 
sécrétée, elle pourrait se  lier aux domaines extracellulaires des cadhérines desmosomales, 
DSC1, DSG1 ou DSG4, expliquant  sa  localisation  au  cœur du desmosome. Cependant, des 
expériences  menées  au  laboratoire,  d’interaction  protéine/protéine  sur  membrane  ou 
d’interaction dans des lignées fibroblastiques, n’ont pas mis en évidence de liaison directe in 
vitro entre  la CDSN et  les cadhérines. Ceci pourrait être en accord avec  l’hypothèse que  la 
CDSN  ne  protègerait  pas  les  cadhérines  de  leur  protéolyse  par  les  enzymes  de  la 
desquamation. La CDSN pourrait donc être associée à un partenaire non encore identifié. En 
effet,  d’autres  composants  que  les  cadhérines  et  la  CDSN  pourraient  être  localisés  au 
cornéodesmosome. Récemment, un nouveau composant des desmosomes a été identifié, la 
protéine  Perp.  C’est  une  protéine  transmembranaire,  de  la  famille  des  tétraspanines,  
exprimée  dans  les  épithéliums  stratifiés  mais  aussi  dans  le  cœur  (comme  d’autres 
composants des desmosomes tels que la desmoplakine). L’inactivation de ce gène dans des 
modèles murins  induit un trouble  létal de  la barrière épidermique, quelques  jours après  la 





localisation  de  ces  décollements  qui  se  situent  à  l’interface  couche  basale/couches 
suprabasales chez les souris Perp‐/‐ et à l’interface couche granuleuse/couche cornée chez les 
souris Cdsn‐/‐.  Les deux protéines ne  jouent donc pas  le même  rôle mais des expériences 
d’immunohistochimie  et  d’immunomicroscopie  électronique  ont  permis  de  localiser  la 
protéine Perp dans tous les desmosomes de l’épiderme de souris, des couches suprabasales 
à  la  couche  cornée  (Ihrie  et  al.,  2005).  Il  semble  donc  possible  que  Perp  et  Cdsn  soient 
localisées au sein des mêmes desmosomes et puissent donc  interagir  in vivo.  Il serait donc 
intéressant  de  réaliser  des  expériences  in  vitro  d’interaction  protéine/protéine  ou  des 
expériences  de  colocalisation  par  immunofluorescence  indirecte  sur  coupes  de  peau  de 
souris afin de nous aider à répondre à cette question.  
Dans  le but d’identifier des partenaires de  la CDSN, nous pourrions également  réaliser un 
criblage en double hybride  chez  la  levure, qui peut être utilisé même pour des protéines 
sécrétées.  La  technologie  étant  déjà  présente  au  laboratoire  nous  pourrions  facilement 
cribler une banque d’ADNc de kératinocytes humains, après  s’être assuré par PCR que  les 
marqueurs  tardifs  de  la  différenciation  y  sont  bien  représentés.  Nous  pourrions  ainsi 






Norlén  en  Suède,  qui  a mis  au  point  une  technique  particulière  permettant  d’explorer  à 
l’échelle  moléculaire  des  coupes  de  peau  vitrifiée,  par  tomographie  cryo‐électronique 
(Norlen,  2008).  Il  a  ainsi  pu mettre  en  évidence  la  structure  native  d’un  desmosome,  et 
visualiser après reconstruction tridimensionnelle, les queues extracellulaires des cadhérines 
desmosomales au sein de ce desmosome  (Figure 57).  Il est actuellement en  train d’établir 
des conditions expérimentales qui pourraient permettre de visualiser à l’échelle moléculaire 









dans  une  coupe  d’épiderme  humain  vitrifié.  Les  membranes  (flèches  blanches)  apparaissent 
différemment en fonction de la technique utilisée. (B) visualisation d’un desmosome dans une coupe 
d’épiderme  humain  préparé  selon  les  techniques  conventionnelles.  Barres  d’échelle :  50  nm.  A 
droite, reconstruction tridimensionnelle d'un desmosome d'une coupe de peau vitrifiée. On peut voir 
les pontages des cadhérines dans l'espace extracellulaire avec une périodicité qui est en accord avec 
les  données  bidimensionnelles.  La  correction  par  l’algorithme  COMET  permet  de  visualiser  les 

















des  follicules  pileux  avec  la  formation  de  kystes,  conduisant  à  leur  dégénérescence 
progressive. Il semble donc que la Cdsn joue un rôle important dans l’intégrité des follicules 
pileux.  Cependant,  étant  donné  l’état  hyperprolifératif  et  inflammatoire  de  l’épiderme 




été  produite  au  laboratoire,  CDSN‐CreERT2.  Cette  lignée  possède  la  séquence  Cre‐ERT2 
(codant  pour  une  recombinase  Cre  mutée,  active  uniquement  après  administration  de 
tamoxifène)  placée  sous  le  contrôle  de  la  séquence  promotrice  de  4,2  kb  du  gène  CDSN 
humain,  et  exprimée  uniquement dans  les  follicules  pileux  chez  la  souris  (cf :  Paragraphe 
I.E.1.b.2)  (Gallinaro et al., 2004). Des expériences d’immunofluorescence  indirecte avec un 
anticorps  anti‐cre  avaient mis  en  évidence  la  présence  de  la  Cre‐ERT2  dans  les  follicules 
pileux des souris transgéniques. L’étape suivante consistait à tester l'activité enzymatique de 
la  CreERT2  et  son  inductibilité  par  le  tamoxifène,  sur  des  animaux  doubles  transgéniques 
CDSN‐Cre‐ERT2/Rosa  obtenus  par  croisement  avec  la  lignée  rapporteur  Rosa26R  (Figure 
58A). Dans cette dernière  lignée,  l’activation de  la recombinase  induit  l’expression du gène 
β‐galactosidase,  visualisable  par  histoenzymologie.  Chez  les  souris  ainsi  obtenues,  une 
activité de  la  β‐galactosidase et donc une activation de  la CreERT2  avaient été  visualisées 
dans les follicules pileux après traitement au tamoxifène, mais le signal était faible (résultats 
non publiés, H. Gallinaro). Le croisement des  lignées CDSN‐CreERT2 avec  la  lignée Cdsnfl/fl a 
ensuite  été  effectué,  permettant  d’obtenir  des  individus  (CreERT2+/‐,  Cdsnfl/fl)  qui,  après 
traitement au tamoxifène, ne devaient plus exprimer  la Cdsn dans  le follicule pileux (Figure 
58B). Malheureusement, malgré de nombreux essais et mises au point,  l’excision de Cdsn 













Il  faudrait  donc  trouver  un  autre  promoteur  spécifiquement  exprimé  dans  la  GEI  et  la 









liée  aux  kératines  par  les  transglutaminases.  De  plus,  elle  participe  au  renforcement  de 
l’enveloppe  cornée  de  la  GEI  à  laquelle  elle  est  aussi  incorporée  (Steinert  et  al.,  2003). 
Présente  seulement  au  niveau  de  rares  kératinocytes  granuleux  isolés  (Hamilton  et  al., 












Figure 59 : Représentation  schématique des marqueurs exprimés par  le bulbe du  follicule pileux 
chez la souris 












Cependant, chez  l’homme,  la CDSN ne semble pas jouer un rôle majeur dans  la physiologie 
du  follicule  pileux.  En  effet,  chez  des  patients  atteints  de  « peeling  skin  disease »  (PSD) 
présentant une mutation homozygote non‐sens de CDSN,  seule une atteinte mineure des 
cheveux a été observée,  correspondant à un défaut d’ancrage et ainsi à une  facilité à  les 












chez  d’autres  espèces  que  l’homme.  L’absence  d’un modèle  animal  adapté  à  l’étude  du 
psoriasis a donc retardé  les avancées sur  les connaissances de  la physiopathologie de cette 









le  système  immunitaire murin  présentent  des  spécificités  que  l’on  ne  retrouve  pas  chez 
l’homme et vice versa. De plus, le psoriasis est une maladie multigénique et multifactorielle. 
Les modèles de souris étudiés à  l’heure actuelle ne sont modifiés génétiquement que pour 




déclenchement  et  la  progression  de  la  maladie  chez  l’homme.  Malgré  celà,  plusieurs 
modèles de  souris  sont  capables de  récapituler  la plupart des aspects du psoriasis,  ce qui 






dans  la partie codante du gène, et non silencieux, pour  les comparer à ceux  fréquemment 
retrouvés chez l’homme. Nous pouvons voir sur la Figure 60 que les SNPs Cdsn de souris sont 
différents de ceux rencontrés chez  l’homme. Mais que ce soit  les SNPs murins ou humains, 
certains  se  retrouvent dans d’autres espèces. Les SNPs  chez  l’homme ont‐ils donc un  réel 
impact fonctionnel ? Pour tester ces différents allèles, le modèle murin ne semble pas le plus 
adapté,  pour  toutes  les  raisons  citées  précédemment  (maladie multigénique,  différences 
peau humaine/peau murine, pathologie spécifique de l’homme).  
Une étude a été réalisée au laboratoire dans le but d’évaluer les conséquences des SNPs non 
silencieux  de  CDSN  sur  la  protéolyse  de  la  protéine.  Des  variants  de  CDSN  codant  pour 
chacun  des  6  haplotypes  les  plus  fréquents  ont  été  produits  sous  forme  de  protéines 
recombinantes  dans  des  cellules  eucaryotes :  SNP*442G  (p.143S),  SNP*619T  (p.F202S), 
SNP*1215A  (p.G401S),  SNP*1236T  (p.A408S),  SNP*1243C  (p.L410S)  et  SNP*1593G 
(p.N527D) (cf : Paragraphe I.E.1.b.1). Des expériences de protéolyse in vitro ont été réalisées 
sur  ces  différentes  protéines  recombinantes  (Jonca  et  al.,  En  préparation).  Seul  p.F202S, 
commun  aux  deux  haplotypes  liés  à  la maladie,  1.11  et  1.21, montre  un  impact  sur  la 
protéolyse  de  la  CDSN.  En  effet,  la  protéine  recombinante  correspondante  présente  un 
clivage diminué in vitro, lorsqu’elle est traitée avec deux protéases à sérine de la famille des 
chymotrypsines,  la  KLK7  et  l’α‐chymotrypsine. L’analyse  des  fragments  de  protéolyse  a 
montré  que  dans  le  cas  de  p.F202S,  un  site  de  clivage  protéolytique  est  supprimé.  Ces 
résultats suggèrent qu’un des SNPs non silencieux de CDSN peut modifier  la  longueur et  la 
séquence  des  peptides  résultant  de  la  protéolyse  de  la  CDSN  dans  l’épiderme  humain. 
Cependant,  ces  données  ne  permettent  pas  d’établir  un  lien  direct  entre  la  sensibilité 




















dans  l’épiderme  mais  aussi  dans  le  follicule  pileux.  Afin  d’analyser  l’hypothèse  d’un 
phénomène d’haplo‐insuffisance qui pourrait expliquer  la physiopathologie de  l’HSS, nous 
avons gardé des souris hétérozygotes (Cdsn+/‐) pendant plusieurs mois et avons observé leur 
phénotype. Nous  n’avons  pas  observé  de  différences  significatives  entre  les  poils  de  nos 
souris  hétérozygotes  et  ceux  de  nos  souris  sauvages.  Le  nombre  et  la morphologie  des 
follicules pileux étaient également similaires. Ceci conforte l’hypothèse que l’HSS n’est pas le 
résultat  d’une  haplo‐insuffisance.  De  plus,  il  a  été montré  récemment  que  l’HSS  est  la 









de  la  perméabilité  épidermique.  De  façon  similaire  à  nos  souris,  les  patients  atteints  de 
« peeling skin syndrome de type B » ou PSD causé par une mutation homozygote non‐sens 
de CDSN, ont  leur peau qui pèle  suite à un décollement de  la  couche  cornée. Celui‐ci est 
provoqué  par  une  rupture  des  cornéodesmosomes  spécifiquement  à  l’interface  entre  les 
couches granuleuse et cornée et conduit à un trouble de la perméabilité épidermique (Kharfi 
et  al.,  2010; Oji  et  al.,  2010a).  Il  semble  que,  comme  dans  notre modèle murin,  aucune 
forme de CDSN ne  soit exprimée  chez  les patients atteints de PSD.   En effet,  la mutation 




quantitative  en  temps  réel  une  dégradation  de  l’ARNm  CDSN  porteur  de  la  mutation, 
probablement par  le processus de « mRNA decay ». Ainsi,  seulement 25% d’ARNm codant 




De  façon  surprenante,  contrairement  à  nos  souris  Cdsn‐/‐  qui meurent  de  trouble  de  la 
perméabilité épidermique, la délétion de CDSN n’a pas de conséquence sur le pronostic vital 
des  patients  PSD.  Il  semble  donc  que  l’épiderme  humain  déficient  en  CDSN  soit  capable 
d’établir des mécanismes  compensatoires efficaces,  contrairement à  l’épiderme de  souris. 
En effet, une expression accrue des cadhérines desmosomales ainsi que de  l’inhibiteur de 
protéase  LEKTI a été observée  (Oji et al., 2010a). Ceci pourrait  contribuer à une cohésion 
minimale  des  cornéodesmosomes  en  absence  de  CDSN,  empêchant  ainsi  le  décollement 
massif de  la  couche  cornée  sur  l’ensemble du  corps. De plus,  les marqueurs  tardifs de  la 
différenciation épidermique ont été retrouvés exprimés sur un plus grand nombre d’assises 
cellulaires et  l’épiderme est épaissi, permettant  ainsi  le  renouvellement plus  rapide de  la 
couche  cornée  ayant  été  perdue. Dans  le  cas  du  syndrome  de Netherton,  présentant  de 





létal  de  la  perméabilité  épidermique  alors  que  les  patients  atteints  du  syndrome  de 
Netherton  survivent.  Ceci  semble  donc  confirmer  les  différences  entre  les  mécanismes 
compensatoires mis en place chez l’homme et la souris. 
En étudiant la famille des patients PSD, les auteurs ont observé que, de façon similaire à nos 
souris,  l’inactivation  d’un  seul  allèle  chez  les  individus  hétérozygotes  n’entraine  aucun 
phénotype (Oji et al., 2010a), soulignant une fois de plus la différence avec l’HSS.  
Par  ailleurs, une  augmentation de  l’expression et de  l’activité de plusieurs  kallikréines, et 
notamment KLK5 et KLK7, a été décrite chez les patients PSD (Komatsu et al., 2006; Oji et al., 
2010a).  Ainsi  les  KLKs  pourraient  protéolyser  de  façon  accrue  les  composants  des 







syndrome de Netherton. De plus,  le prurit et  l’atopie pourraient être  la conséquence de  la 
surexpression et suractivation de  la KLK5.  Il a récemment été montré que cette kallikréine 
n’est  plus  régulée  et  joue  un  rôle majeur  dans  l’apparition  de  lésions  atopiques  chez  les 
patients atteints du syndrome de Netherton (Briot et al., 2009). En effet, la KLK5 est capable 
de  dégrader  les  composants  du  cornéodesmosome  mais  est  aussi  capable  de  cliver  le 
récepteur  PAR‐2  (« protease  activated  receptor »).  PAR‐2  est  un  récepteur  à  7  domaines 
transmembranaires  qui  est  activé  après  clivage  protéolytique  par  la  KLK5,  entrainant 
l’activation de voie de signalisation via des cytokines pro‐inflammatoires comme TSLP. PAR‐2 
est très  fortement exprimé dans  l’épiderme et contribue donc à  la réponse  inflammatoire, 
notamment  au  prurit.  Ainsi,  l’atopie  décrite  dans  le  PSD  pourrait  être  le  résultat  de  la 












GTPases  Rab5  comme  partenaires  de  la  DMKNδ5.  Nous  avons  montré  que  celle‐ci  est 
capable  d’activer  la  fonction  de Rab5  dans  les  étapes  précoces  de  l’endocytose. Mais  les 
mécanismes moléculaires mis en jeu restent encore à être élucidés.  
La DMKNδ5 active Rab5 en stimulant  l’échange du GDP en GTP sur  la petite GTPase, mais 
nous ne  savons pas  si  cette  action est directe.  En effet,  les protéines GDP/GTP  Exchange 




particulier n’est présent dans  la  séquence de DMKNδ5. Nous pouvons donc  supposer que 




semble  pas  suffisant  pour  permettre  la  complète  activation  de  Rab5.  L’extrémité  COOH‐
terminale de DMKNδ5 pourrait donc recruter un autre partenaire qui aurait une activité GEF. 
Cependant nous n’avons pas pu  confirmer  l’interaction avec POR‐1 et n’avons pas  trouvé 
d’autres partenaires que Rab5 dans notre criblage double hybride. Si la DMKNδ5 est capable 
de  lier  une  protéine  à  domaine  Vps9,  l’identité  de  cette  dernière  reste  donc  à  être 










Enfin, même  si  la  DMKNδ5  ne  semble  pas  avoir  de  domaine  Vps9  lorsqu’on  regarde  sa 
séquence protéique primaire, il est toujours possible qu’elle s’organise de façon similaire en 
paquet d’hélice pour interagir avec Rab5 et l’activer (Delprato et al., 2004) (Figure 61‐2). Afin 
















et  plus  précisément  par  ses  26  premiers  acides  aminés  qui  sont  communs  à  toutes  les 
DMKNδ. On peut donc supposer que le rôle de DMKNδ5 dans l’activation de Rab5 peut être 










laboratoire,  est  caractérisé  par  la  présence  de  vésicules  sécrétoires  appelées  corps 
lamellaires.  Le  protéome  de  ces  structures  apparentées  aux  lysosomes  sécrétoires  a  été 
réalisé  au  laboratoire,  et  les  petites  GTPases  Rab5  ont  été  identifiées  dans  les  fractions 
enrichies en corps lamellaires (Raymond et al., 2008). La voie de sécrétion par les lysosomes 
sécrétoires  d’autres  tissus,  comme  pour  les  corps  lamellaires  du  poumon,  est  parfois 
associée  à  une  voie  endosomale  qui  permet  le  recyclage  de  certains  éléments  sécrétés 
(Fisher  et  al.,  2010).  Ainsi,  au  niveau  du  kératinocyte  granuleux,  une  voie  d’endocytose 






ne  nous  ont  pas  permis  d’élucider  la  fonction  de  ces  protéines.  Nous  avons  vu  dans 
l’introduction que ces  isoformes sécrétées de DMKN sont  très  fortement exprimées par  le 
kératinocyte  granuleux  (cf :  Paragraphe  I.F.1.c).  De  plus,  elles  pourraient  réguler 
l’environnement physico‐chimique de  l’espace  intercornéocytaire,  riche en  lipides et donc 
très  hydrophobe,  en  association  ou  non  avec  d’autres    protéines matricielles  (ex : GAL3) 
(Gazeilles  et  al.,  En  préparation).  Afin  de  poursuivre  leur  caractérisation,  nous  avons 
entrepris  l’étude de souris  inactivées pour ces  isoformes de Dmkn. Pour cela,  la génération 
de  souris  hétérozygotes Dmknβγ+/‐  a  été  réalisée  à  l’Institut  Clinique  de  la  Souris  (ICS)  à 
Strasbourg, en collaboration avec notre laboratoire. 
a) Obtention des souris Dmknβγ‐/‐ 








Nous  avons  ainsi  obtenu  des  souris  hétérozygotes  pour  la  délétion  Dmknβγ+/‐  (HET), 
porteuses d’un allèle sauvage (WT) et d’un allèle  inactivé dit « knock‐out » (KO). Ces souris 












les  deux  sites  LoxP  (gris)  afin  d’obtenir  l’allèle  KO.  La  position  des  trois  amorces  permettant  le 
génotypage des souris est schématisée, en orange pour l’allèle sauvage (WT), en vert pour l’allèle KO 
et en noir pour l’amorce commune aux deux allèles. (B) PCR de génotypage réalisée avec un mélange 






de  ces  différents  croisements  grâce  à  trois  amorces  spécifiques  (Figure  62A).  Dans  les 
conditions expérimentales que nous avons définies, l’amplification entre les amorces 2489 et 
2491 ne peut avoir lieu que s’il y a eu excision des exons 1 à 5, la région d’ADN génomique 




Les  souris  Dmknβγ‐/‐  ne  présentent  pas  de  phénotype  apparent.  Une  observation 
macroscopique  approfondie  de  souris  nouveau‐nées  et  adultes  a  été  réalisée,  et  aucune 
variation du poids des animaux, de  l’aspect du pelage ni de  l’épiderme n’a pu être mise en 
évidence  chez  les  souris  Dmknβγ‐/‐  par  rapport  aux  souris  contrôle.  Des  colorations  à 
l’hématoxyline éosine de coupe de peau de souris Dmknβγ‐/‐ n’ont pas  révélé d’anomalies 
histologiques de l’épiderme KO.  
L’absence des  isoformes β et γ du gène Dmkn ne modifie pas  l’expression ni  la  localisation 
des marqueurs tardifs de la différenciation. En effet, des expériences d’immunoempreinte et 
d’immunohistochimie  avec  des  anticorps  dirigés  contre  la  Cdsn,  la  loricrine,  K10  ou 
l’involucrine n’ont pas mis en évidence de différence d’expression ou de  localisation de ces 
protéines dans l’épiderme des souris Dmknβγ‐/‐ par rapport aux souris contrôle. 
Finalement,  la  récupération  de  la  barrière  épidermique  après  un  trouble  de  la  barrière 
cutanée  a  été  évaluée.  Cette  altération  de  la  barrière  a  été  engendrée  chez  des  souris 
adultes,  soit mécaniquement  par  délaminage  à  la  bande  adhésive  (ou  « tape‐stripping »), 
soit  chimiquement  par  traitement  topique  à  l’acétone.  La mesure  de  récupération  de  la 
barrière  a  été  effectuée  par  mesure  des  pertes  en  eau  trans‐épidermiques  (ou  TEWL). 











Pg  chez  la  souris,  les  résultats  diffèrent   en  fonction  du  fonds  génétique  :  sur  un  fonds 
génétique 129/Sv, les embryons meurent entre E9,5 et E12,5 de troubles cardiaques sévères, 
alors  que  sur  un  fonds  génétique  C57BL/6,  certains  embryons  survivent  jusqu’à  E17,5  et 
présentent un  phénotype  épidermique  en  plus  du  phénotype  cardiaque  (Bierkamp  et  al., 
1996).  De même,  lors  de  l’inactivation  du  gène  Krt6,  les  souris  Krt6‐/‐  issues  des  fonds 
génétiques 129/Sv CK53, C57BL/6 ou 129  SvJ meurent dans  les  jours  suivant  la naissance 
d’un défaut d’alimentation suite à des anomalies de l’épithélium buccal (Wong et al., 2000), 
alors que 25% des souris Krt6‐/‐ issues d’un fonds génétique 129/SvEv survivent jusqu’à l’âge 
adulte  (Wojcik et al., 2001). Si  le  fonds génétique que nous avons choisi ne donne pas de 
résultats,  nous  pourrons  éventuellement  essayer  de  nouveaux  croisements  afin  d’obtenir 
nos souris Dmknβγ‐/‐ sur un autre fonds génétique.   
Au  cours  de  l’embryogénèse  chez  la  souris,  l’expression  des Dmknβγ  est  synchrone  avec 
celle des deux autres gènes du locus SSC, Krtdap et Sbsn (cf : Paragraphe I.F.5.b.1) (Bazzi et 
al.,  2007).  Même  si  la  fonction  de  ces  gènes  est  toujours  inconnue,  leur  expression 
simultanée pourrait avoir une signification biologique, comme par exemple une redondance 
fonctionnelle. Ceci a déjà été décrit dans  le cas des gènes codant pour  les précurseurs de 
l’enveloppe  cornée  Inv,  Ppl  et  Evpl,  dont  l’inactivation  chez  la  souris  n’entraine  qu’un 
phénotype mineur.  Ainsi,  en  inactivant  le  gène  Dmknβγ,  Krtdap  et  Sbsn  pourraient  être 
surexprimés,  et  compenser  l’absence  des  Dmknβγ,  ce  qui  pourrait  expliquer  qu’aucun 
phénotype  évident  n’est  observé  chez  les  souris  Dmknβγ‐/‐.  Pour  tester  l’éventuelle 
activation  de  tels mécanismes  compensatoires,  nous  réaliserons  des  expériences  de  PCR 
quantitative en  temps  réel afin d’analyser  le  taux d’expression de Krtdap et Sbsn chez  les 
souris Dmknβγ‐/‐ en comparaison aux souris contrôle. 
Nous pourrons également  tester  le rôle potentiel des Dmknβγ dans  la mise en place de  la 
barrière  épidermique  au  cours  du  développement  embryonnaire  chez  la  souris.  En  effet, 
nous  avons  vu  dans  l’introduction  que  les  gènes  du  locus  SSC,  dont  le  gène Dmkn,  sont 
exprimés très  fortement et précocement au cours de  l’embryogénèse en comparaison à  la 
mise en place de  l’épiderme qui est plutôt  tardive  (cf : Paragraphe  I.F.5.b.1)  (Bazzi  et  al., 
2007). L’absence des Dmkn β et γ pourrait donc entrainer un retard dans l’établissement de 









pour  une  protéine  transmembranaire  responsable  du  clivage  intramembranaire  de  la  E‐
cadhérine  (Nakajima  et  al.,  2006).  Cependant  cette  hypothèse  reste  peu  probable  étant 
données  l’importance  et  la  précocité  de  l’expression  des  Dmknβγ  qui  laisseraient  plutôt 
supposer qu’elles jouent un rôle très tôt dans la mise en place de la barrière épidermique au 
cours  de  l’embryogénèse.  Afin  de  tester  ces  différentes  possibilités,  nous  allons  donc 
effectuer des accouplements contrôlés suivis de césariennes aux temps voulus  (de E15,5 à 





Coloration  au  bleu  de  toluidine  d’embryons  de  souris  inactivées  pour  le  gène  (‐/‐)  et  de  souris 
contrôle  (+/‐). A E16,5,  les embryons  Lor+/‐ présentent de  larges  zones non  colorées  alors que  les 







D’autre  part,  nous  avons  choisi  de  laisser  vieillir  quelques  souris  Dmknβγ‐/‐,  certains 
phénotypes  se  déclenchant  de  façon  tardive.  On  peut  citer  comme  exemple  les  souris 
double mutantes  délétées  des  gènes  GM2/GD2  et  GD3  qui  ne  synthétisent  plus  que  le 
ganglioside GM3. Ces souris commencent à présenter des lésions cutanées à l’âge de 6 mois, 
phénotype  qui  s’accentue  jusqu’à  l’âge  de  10 mois  (Inoue  et  al.,  2002). Une  autre  étude 












de  montrer  que  les  mécanismes  compensatoires  mis  en  place  par  l’épiderme  déficient 
étaient  une  diminution  de  l’expression  de  protéases  de  la  desquamation  ainsi  qu’une 
augmentation  de  l’expression  d’un  inhibiteur  de  protéase,  entrainant  une  diminution  du 
processus de desquamation (Sevilla et al., 2007).  
Finalement,  les Dmknβγ  pourraient  jouer  leur  rôle  non  pas  en  conditions  physiologiques, 
mais en condition de stress ou d’hyperpolifération. Nous avons déjà analysé la récupération 
de  la  barrière  après  trouble  induit  par  « tape‐stripping »  ou  traitement  à  l’acétone  sans 
résultats  probants,  mais  nous  pourrions  également  tester  la  réponse  aux  UV  ou  la 
récupération  après  blessure  cutanée.  Dans  le modèle  de  souris  invalidées  pour  le  gène 
caspase‐14, les auteurs ont mis en évidence un métabolisme altéré de la profilaggrine mais 
aussi  une  sensibilité  accrue  aux  UVB  entrainant  une  augmentation  de  l’apoptose  dans 
l’épiderme caspase‐14‐/‐ (Denecker et al., 2007). Nous pourrions ainsi tester  la réponse aux 
UV de l’épiderme Dmknβγ‐/‐. Pour cela, il serait possible d’irradier soit les souris entières, soit 







cicatrisation  dû  à  une  angiogénèse  et  une  inflammation  excessives  (Owens  et  al.,  2010), 
alors que  les souris dépourvues de  la protéase Adam‐9 cicatrisent plus rapidement grâce à 
une  diminution  du  clivage  du  collagène  XVII  qui  permet  une migration  plus  intense  des 
kératinocytes  (Mauch  et  al.,  2010).  Des  blessures  pourront  être  réalisées  sur  les  souris 
contrôle  et  Dmknβγ‐/‐  par  la  technique  du  « punch »  (emporte‐pièce),  suivies  d’analyses 
macroscopiques ou histologiques, permettant de suivre  la vitesse de  fermeture de  la plaie 
par exemple ou encore de mesurer  la taille de la  languette de ré‐épithélialisation. De telles 
expériences pourraient également être réalisées in vitro sur des kératinocytes murins blessés 
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La cornification est  l’ultime étape de  la différenciation terminale épidermique. Elle correspond à  la 
mort cellulaire programmée des kératinocytes granuleux et aboutit à la formation des cornéocytes. 
L’empilement  de  ces  derniers  forme  la  couche  cornée,  partie  la  plus  superficielle  de  l’épiderme 
responsable d’une de  ses principales  fonctions,  celle dite de « barrière », vitale pour  l’organisme. 
Les cornéocytes sont très résistants et étroitement liés entre eux par des structures jonctionnelles, 
les cornéodesmosomes, dont la rupture entraîne la desquamation. Tous les éléments structuraux et 
enzymatiques  impliqués  dans  la  cornification  et  la  desquamation  sont  synthétisés  par  le 
kératinocyte granuleux. Au cours de ce  travail de  thèse,  j’ai caractérisé  la  fonction de deux gènes 
identifiés  au  laboratoire,  spécifiquement  exprimés  par  cette  cellule  et  donc  potentiellement 
impliqués dans la fonction de l’épiderme : Cornéodesmosine (CDSN) et Dermokine (DMKN). 
La CDSN est une protéine spécifique des cornéodesmosomes des épithéliums cornifiés  (épiderme, 
follicule  pileux).  Ses  propriétés  adhésives  pourraient  contribuer  à  la  résistance  mécanique  de 
l’épiderme. Afin de confirmer l’importance de la CDSN in vivo, nous avons développé deux modèles 
d’inactivation  du  gène  Cdsn  dans  l’épiderme  murin,  l’un  constitutif  et  l’autre  inductible.  Les 
souriceaux Cdsn‐/‐ meurent dès  la naissance d’un  trouble majeur de  la perméabilité épidermique, 
suite  à  la  rupture  des  cornéodesmosomes  à  l’interface  entre  les  couches  granuleuse  et  cornée, 
entrainant  un  décollement  de  la  couche  cornée. Des  greffes  de  peau  sur  souris Nude  ainsi  que 
l’inactivation de Cdsn  chez  la  souris adulte ont  révélé que  l’épiderme Cdsn‐/‐ présente un  trouble 
persistant de  la perméabilité  épidermique,  conduisant  à  la dégénérescence de  l’épiderme  et des 
follicules  pileux. Ainsi,  nous  avons montré  que  la  Cdsn  est  indispensable  pour  le maintien  de  la 
cohésion  de  l’épiderme  et  l’intégrité  du  follicule  pileux,  en  conférant  au  cornéodesmosome  sa 
résistance mécanique. 
Le  gène DMKN  est  fortement  exprimé  par  le  kératinocyte  granuleux.  Il  code  pour  4  familles  de 
protéines de  fonction  inconnue.  Les  isoformes  sécrétées  α,  β  et  γ  sont d’expression  restreinte  à 
l’épiderme, alors que l’isoforme δ est intracellulaire et ubiquiste. Par un criblage en double hybride 




est  capable d’activer Rab5 en  stimulant  sa  liaison au GTP. Ainsi,  la DMKNδ  jouerait un  rôle dans 
l’endocytose  précoce  via  l’activation  de  Rab5.  L’étude  des  produits  du  gène  DMKN,  et  plus 
particulièrement  celle  des  isoformes  sécrétées  spécifiques  du  kératinocyte  granuleux,  sera 
poursuivie par l’analyse de souris knockout déficientes en DMKNβ et γ. 
Ce  travail  constitue  une  avancée  dans  la  connaissance  des  mécanismes  fondamentaux  de  la 
cornification et permettra de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques associés à ces 
protéines, notamment à la CDSN, récemment impliquée dans une forme d’ichtyose syndromique. 
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dermokine, Rab5, endocytose 
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